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RESUMO 

de Oliveira, Débora Ramos. Estudo fitoquímico de espécies do gênero Urochloa (Poaceae) 

e contribuição ao estudo de Cespedesia spathulata (Ochnaceae). 2019. P. Tese (Doutorado 

em Química). Instituto de Química, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 

RJ. 2019 

As técnicas cromatográficas aplicadas nos extratos e partições de Urochloa ruziziensis, aliado 

a aplicação de métodos físicos de análise orgânica, possibilitaram o isolamento e a identificação 

de oito substâncias; dentre elas os ácidos orgânicos já conhecidos no gênero, um flavonoide, a 

tricina, e duas saponinas esteroidais, dioscina e collettinsídeo III, e as saponinas 3-O-β-D-

glicopiranosil-sitosterol e 3-O-β-D-glicopiranosil-estigmasterol.  Como análise adicional ao 

estudo fitoquímico clássico, os extratos brutos de U. ruziziensis e U. humidicola foram 

analisados por desreplicação com CLUE-EM. A comparação dos perfis cromatográficos e EM 

permitiu perceber que apresentaram em comum a presença de saponinas com esqueleto 

diosgenina e penogenina, sendo frequente as unidades de açúcar do tipo ramnose e glicose. Na 

espécie U. ruziziensis foi possível identificar mais sete substâncias, dentre elas quatro 

flavonoides, carlinosideo, schaftosideo, isoschaftosideo e ombuina 3-O-rutinosideo. As 

saponina dioscina e/ ou collettinsídeo III, que também foram identificadas durante o isolamento 

cromatográfico, e a penogenina-3β- O- β-D-glicopiranosil-[(2-1)-O-α-L-ramnopiranosil-(4- 1)-O-α-

L-ramnopiranosil. Na espécie U. humidicola foi possível identificar, através da desreplicação,

cinco substâncias. Os flavonoides derivados da tricetina, a Tricetina-7-metil-eter-3’-O-β-D-

glicosil-5’-O-α-L-raminosideo e a sugestão da inédita Tricetina 4’-O-β-D-glicosil-[(2-O-1)-α-

ramnosil-(1-O-1)-α-ramnosil. As saponinas Pariphyllin A, Solanigroside H, e 3-O-β-D-glicopiranosil-

(1-4)-α-L-ramnopiranosil-(1-4)-β-D-glicopiranosil-(1-4)-[α-L-ramnopiranosil-(1-2)]-β-D-

glicopiranosideo-espirosta-5-eno. Percebeu-se diferenças específicas principalmente nos tipos

flavonoides presentes em ambas, já que em relação às classes de metabólitos já esperávamos a

identificação das saponinas esteroidais e flavonoides. A contribuição ao estudo fitoquímico

com a espécie Cespedesia spathulata, permitiu expandir os conhecimentos com relação à

composição fitoquímica da espécie. Além do biflavonoide ochnaflavona já identificado, os

processos cromatográficos e os métodos físicos de análise permitiram identificar mais vinte seis

substâncias.  As flavonas vitexina, orientina e 6’’-acetil-vitexina, duas flavan-3-ol catequina e

epicatequina, dois esteroides sitosterol e estigmasterol, o álcool fitol, (Z) 7-hexadecenal,

hexadecil (4-metil-1-pentila) oxalato, 4-heptil--lactona, 2-(5-oxohexil)ciclopentanona,

decanodiato de 2-etil-hexila e treze ésteres metílicos alifáticos. A partição acetato de etila,

oriunda do extrato bruto das folhas desta espécie, e as substâncias ochnaflavona, a mistura

catequina e epicatequina, isoladas da mesma partição, tiveram seu potencial influenciador

enzimático testado frente a ação da enzima tirosinase. Apenas a partição e as catequinas

demonstraram ativação sobre a ação da enzima tirosinase, 104% e 384%, respectivamente.

Palavras chave: Uroclhoa ruziziensis, Uroclhoa humidicola, Cespedesia spathulata, 

flavonoides, saponinas esteroidais, biflavonoides, tirosinase. 



ABSTRACT 

de Oliveira, Débora Ramos. Phytochemical study of species of genus Urochloa (Poaceae) 

and contributon to the study of Cespedesia spathulata (Ochnaceae). 2019. P. Tese 

(Doutorado em Química). Instituto de Química, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 

Seropédica, RJ. 2019 

The chromatographic techniques applied to Urochloa ruziziensis extracts and partitions, 

together with the application of physical methods of organic analysis, allowed the isolation and 

identification of eight substances, among them the organic acids already known in the genus, 

one flavonoid, tricin, and two steroidal saponins, dioscin and collettinside III, and the triterpene 

saponins 3-O-β-D-glycopyranosyl sitosterol and 3-O-β-D-glycopyranosyl stigmasterol. In 

addition to the classical phytochemical study, the crude extracts of U. ruziziensis and U. 

humidicola were analyzed by dereplication using UPLC-MS. Their profiles were compared, 

being common the presence of diosgenin and penogenin skeleton saponins, together the sugar 

type unities rhamnose and glucose. In the species U. ruziziensis it was possible to identify seven 

more substances, among them four flavonoids, carlinoside, schaftoside, isoschaftoside and 

ombuin 3-O-rutinoside. The saponin dioscin and / or collettinside III, that were also identified 

during chromatographic isolation and protodioscin and penogenin 3β- O- β-D-glucopyranosyl-

[(2-1)-O-α-L-rhamnopyranosyl-(4- 1)-O-α-L-rhamnopyranosyl. In U. humidicola it was 

possible to identify, through dereplication, five substances. Tricetin derived flavonoid, tricetin 

7-methyl-ether-3’-O-β-D-glucosyl-5’-O-α-L-rhamnoside and the suggestion of unprecedented 

tricetin 4’-O-β-D-glucosyl-[(2-1)-α-rhamnosyl-(4-1)-α-L-rhamnopyranosil]. The saponins 

Pariphyllin A, Solanigroside H and 3-O-β-D-glucopyranosyl-(1-4)-α-L-rhamnopyranosyl-(1-

4)-β-D-glucopyranosyl-(1-4)-[α-L-rhamnopyranosyl- (1-2)]-β-D-glucopyranosyl spirost-5-

eno. Specific differences were noticed mainly in the flavonoid types presente in both, since in 

relation to the metabolite classes we expected the identification of steroidal saponins and 

flavonoids. The contribution to the phytochemical study with the species Cespedesia 

spathulata, allowed expanding the knowledge regarding the phytochemical composition of the 

species. In addition to the ochnaflavone biflavonoid already identified, chromatographic 

processes and physical analysis methods allowed to the identification of additional twenty-six 

substances. The flavones vitexin, orientin and 6’’-acetyl-vitexin, two flavan-3-ols catechin e 

epicatechin, two steroids sitosterol and stigmasterol, the alcohol phytol, (Z)-hexadec-7-enal, 

hexadecyl (4-methylpentyl) oxalate, 5-heptyldihydro-2(3H)-furanone, 2-(5-

oxohexyl)cyclopentanone, 1,10-bis(2-ethylhexyl)decanediate and thirteen aliphatic methyl 

esters. The ethyl acetate partition, derived from the raw leaf extract of this species, and the 

ochnaflavone, catechin and epicatechin mixture, isolated from the same partition, had their 

enzymatic influencing potential tested against the action of the tyrosinase enzyme. Only the 

partition and catechins showed activation on the action of the tyrosinase enzyme, 104% and 

384%, respectively. 

Key words: Urochloa ruziziensis, Urochloa humidicola, Cespedesia spathulata, flavonoids, 

steroidal saponins, biflavonoids, tyrosinase. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

O Brasil é considerado o país com a flora mais rica do globo, isso se deve, 

principalmente, à sua vasta extensão territorial, e da diversidade de espécies vegetais 

encontradas. Nessa diversidade há um número significativo de famílias pouco ou ainda não 

estudadas (GIULLIETTI & FORERO, 1990). Pode-se considerar três biomas de grande 

destaque em sua formação, Amazônia, Cerrado e Mata Atlântica, por serem fontes de espécies 

e famílias com grande potencial a ser explorado tanto na composição fitoquímica quanto em 

relação ao seu potencial biológico.  

A pesquisa em Química de Produtos Naturais tem recebido muita atenção de cientistas 

de diferentes áreas de conhecimento. A necessidade de obter novas drogas para diferentes áreas 

como a agricultura, alimentação humana e animal, obtenção de novos medicamentos, 

cosméticos, pesticidas, dentre outras, tem sido a principal motivação de profissionais das 

diferentes áreas de conhecimento procurarem os conhecimentos dos químicos de produtos 

naturais pela busca de novas substâncias naturais.  

A evolução tecnológica tem relação direta com os resultados obtidos nas pesquisas na 

área de produtos naturais, mudanças como as condutas adotadas na seleção e coleta de plantas, 

técnicas de isolamento, evolução em técnicas espectrométricas para a elucidação estrutural de 

moléculas orgânicas, avaliação de atividades biológicas, preparação de derivados e propostas 

biossintéticas, tem sido amplamente relatados em diversos trabalhos científicos e livros 

didáticos ou de divulgação científica, como os principais fatores para o progresso da área 

(MACIEL et al., 2007). 

As demandas atuais têm aproximado outras áreas de conhecimento como a Botânica, 

Agricultura, Ecologia Química, Zootecnia, Veterinária e Farmacologia, da Química de 

Produtos Naturais. O trabalho associado permite entender determinados femômenos 

observados e buscar de substâncias naturais que possam ser usados para solucionar problemas.  

Este trabalho almejou contribuir com o conhecimento fitoquímico das espécies 

Urochloa ruziziensis e U. humidicola (Poaceae), de grande interesse zootécnico, veterinário e 

agronômico pela sua utilização no campo, tanto na alimentação animal quanto no plantio direto. 

Ao obtermos informações sobre a constituição química e a comparação entre as espécies, por 

desreplicação, do perfil dos constituintes. Para o melhoramento da produção animal e do plantio 

direto faz-se necessário conhecer melhor a constituição química dos metabólitos presentes nas 

espécies, em especial as substâncias que podem ocasionar efeitos de fotossensibilização e 

alelopatia.  

O presente trabalho abrange também ao estudo da espécie Cespedesia spathulata 

(Ochnaceae), gênero monoespecífico, encontrados principalmente nas regiões norte e centro-

oeste do Brasil (CHACON, 2011). Sobre a espécie sabe-se que biossintetiza os biflavonoides 

ochnaflavona e 7’’-O-metil-ochnaflavona (LOBSTEIN et al., 2004) e a proximidade ao gênero 

Sauvagesia, pela análise genética das mesmas (MATTHEWS et al., 2012). O estudo mais 

aprofundado sobre sua constituição fitoquímica traz informações importantes para a 

biossístemática e, através da comparação das classes de metabólitos encotradas, ratifica a 

proximidade com o gênero Sauvagesia.  
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2. OBJETIVOS GERAIS 

 Contribuir com o conhecimento da composição fitoquímica de espécies do gênero 

Uroclhoa (POACEAE). 

 Contribuir para o conhecimento da composição fitoquímica e avaliação de atividade 

biológica do gênero Cespedesia (OCHNACEAE). 

3. ESTUDO FITOQUIMICO DE ESPÉCIES DO GÊNERO Uroclhoa (POACEAE) 

3.1. INTRODUÇÃO 

A produção alimentícia do Brasil tem se desenvolvido e atingido novos patamares 

graças ao desenvolvimento da pesquisa no ramo da agricultura e a pecuária. Em busca de 

melhoramento de seus resultados produtivos pesquisadores tem se empenhado em pesquisas 

que ofereçam ao produtor metodologias simplificadas que permitam maior produtividade, 

menor consumo de defensivos agrícolas e a conservação dos recursos naturais. 

De acordo com pesquisa realizada pelo IBGE (2007) existem 170 milhões de hectares 

de pastagem no Brasil, dos quais mais de 120 são pastos cultivados, e o rebanho aproximado 

em 190 milhões de cabeças de gado. A sustentabilidade da pecuária brasileira está baseada na 

pastagem, pois 90% da carne produzida no Brasil ocorre em sistemas de produção baseados, 

exclusivamente, em pasto (BARCELLOS et al., 2001; ANUALPEC, 2004; MACEDO, 2005). 

No centro oeste, por exemplo, entre 70 e 80 % dos pastos são formados por espécies de 

Brachiaria (sinonímia Urochloa) (VALLE et al., 2001). 

As gramíneas da família Poacea são muito utilizadas no Brasil na produção animal, 

destacam-se os gêneros Panicum, Urochloa, Cynodon, Andropogon, Hemarthria, Avena, 

Pennisetum, Sorghum, Paspalum como fontes das principais forragens no país (MACHADO et 

al., 2010). O consorciamento com outras espécies de leguminosas confere aumento da 

capacidade nutritiva do pasto e melhora os níveis de nutrientes no solo, principalmente 

nitrogênio que é fixado pelas bactérias do gênero Rizobium (MENDONÇA et al., 2015). Com 

a inclusão de uma leguminosa em um campo de gramínea pura, ocorre uma melhor distribuição 

da produção anual de forragem em oferta, devido a maior tolerância à seca que mostram 

algumas espécies de leguminosas usadas em consórcio, em relação às gramíneas forrageiras 

(KLUSMANN, 1988). 

Apesar de ser uma boa ferramenta para melhoria do solo, o consórcio entre gramíneas e 

leguminosas não é duradouro, devido à grande atividade alelopática que as gramíneas do gênero 

Urochloa exercem. Os metabolitos secundários deste gênero são capazes de inibir a atividade 

de bactérias nitrificantes (GOPALAKRISHNAN et al., 2007; SUBBARAO et al., 2006), 

afetando o desenvolvimento de espécies daninhas (OLIVEIRA et al., 2014), interferem no 

desenvolvimento das espécies de leguminosas que, geralmente, são usadas no consórcio de 

melhoramento de pasto (RIBEIRO et al., 2018; FEITOZA et al., 2018; PACIULLO et al., 

2003). Observando estes fatores o consórcio só apresenta efetividade caso haja manejo contínuo 

da área, adubação e irrigação por exemplo, e replantio das espécies de interesse que acabam, 

com o tempo, desaparecendo do pasto.  
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A camada de palha, sobre o solo, é essencial para o sucesso do Sistema Plantio Direto 

(SPD). Cria um ambiente extremamente favorável às condições físicas, químicas e biológicas 

do solo contribuindo para o controle de plantas daninhas, estabilização da produção e 

recuperação ou manutenção da qualidade do solo (ALVARENGA et al., 2001). Espécies do 

gênero Urochloa têm sido usadas como cobertura morta para o plantio de culturas de interesse 

econômico, devido sua alta produção de matéria seca e boa adaptação em diferentes solos. 

Apesar dos benefícios que estas espécies têm apresentado na proteção do ambiente, estudos 

demonstram a influência sobre o desenvolvimento de culturas como feijão, milho e soja, por 

exemplo, devido ao seu potencial alelopático (NEPOMUCENO et al., 2012; SOUZA et al., 

2006). 

Tendo visto as problemáticas que envolvem as espécies do gênero Urochloa, 

pesquisadores das áreas Zootecnia, Veterinária, Agronomia e Biologia tem se aproximado da 

Química com intensão de obter respostas e melhoramento de técnicas para suas áreas. Nos 

últimos dez anos o Laboratório de Química de Produtos Naturais- PPGQ- UFRRJ tem recebido 

alunos de outros departamentos para realizarem, em parceria, estudos com gramíneas do 

gênero. Nesse período foram publicados quatro trabalhos onde foi avaliado potencial 

alelopático dos extratos e do hidrolato de folhas e raízes de U. humidicola, que inibem a 

germinação e desenvolvimento de radícula, frente a sementes de determinadas leguminosas 

muito utilizadas no campo (RIBEIRO et al., 2018). Percebeu-se a interferência no 

desenvolvimento radicular de Calopogonium mucunoides Desv. (Fabaceae) quando expostos 

aos compostos fenólicos isolados de U. humidicola e seu extrato hidrometanólico (FEITOZA 

et al., 2018). Esses estudos contribuíram para duas publicações sobre identificação de 

metabólitos secundários presentes nas folhas e raízes de U. humidicola descrevendo a presença 

de ácidos fenólicos, flavonoides e saponinas esteroidais (OLIVEIRA et al., 2017) além da 

revelação da presença de classes de metabólitos secundários e a descrição da composição 

bromatológica do extrato metanólico de U. humidicola (FREITAS et al., 2017). A continuidade 

deste trabalho será apresentada nesta tese; onde aborda o estudo fitoquímico da espécie 

Urochloa ruziziensis e a comparação entre as espécies U. humidicola e U. ruziziensis. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Isolar, através de métodos cromatográficos clássicos, e identificar metabólitos 

secundários das folhas de Urochloa ruziziensis. 

 Comparar o perfil fitoquímico das espécies U. himidicola e U. ruziziensis utilizando 

dados espectrais obtidos a partir da análise por CLUE-EM. 

 

3.3. REVISÃO DA LITERATURA  

 

3.3.1. Ordem Poaceae  

Poaceae (Gramineae), pertencente à ordem Poales, que está dividida em 12 subfamílias: 

Anomochlooideae, Pharoideae, Puelioideae, Bambusoideae, Ehrhartoideae, Pooideae, 

Aristidoideae, Arundinoideae, Chloridoideae, Centothecoideae, Panicoideae e Danthonioideae 

(VIANA & LOMBARDI, 2007).  
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As gramíneas representam o componente básico de diversos ecossistemas terrestres, 

desempenhando papéis ecológicos diversos e contribuindo significativamente com a 

biodiversidade local. Ecossistemas savânicos tropicais, como o Cerrado brasileiro e a savana 

africana, caracterizam-se pelo extrato herbáceo composto por um tapete graminoso, que ocupa 

biomassa expressiva, sendo uma base da cadeia alimentar (JACOBS et al., 1999; SHAW, 2000). 

Nesses ecossistemas verificam-se altíssima diversidade de espécies de Poaceae que se destacam 

como uma das mais importantes famílias na sua composição florística (DAVIS et al., 1994; 

MENDONÇA et al., 1998).  

Estudos sobre a diversidade agrostológica brasileira, Burman e colaboradores (1985) 

citam 1368 espécies de gramíneas para o Brasil. Este estudo precisa ser atualizado, uma vez 

que nos últimos 20 anos, táxons novos foram descritos e diversas novas citações foram 

registradas para o Brasil. Grande parte da diversidade de gramíneas no Brasil concentra-se nos 

domínios fitogeográficos do Cerrado, Pampa e Mata Atlântica (BURMAN, 1985). A Amazônia 

e a Caatinga carecem de inventários significativos com enfoque à família Poaceae para que se 

tenha uma noção mais concreta da sua diversidade de plantas forrageiras.  

3.3.2.  Gênero Urochloa 

O gênero Urochloa pertence à família das Poaceae, tribo Paniceae, também conhecido 

como Brachiaria (MORRONE & ZULOAGA, 1992; VELDKAMP, 1996). A este gênero 

foram incorporadas as do gênero Brachiaria que são caracterizados pela sua importância, tanto 

por servir como alimento para animais, como por serem de fácil adaptação em diferentes tipos 

de solo (LAPOINTE, 1993), além de serem usados como matéria morta em proteção dos 

sistemas agrícolas em solos para uso em cultivo direto; graças a sua relação carbono/nitrogênio, 

o que atrasa a decomposição e promove a sua utilização em diferentes regiões (TIMOSSI et al., 

2007). Entre as espécies destacam-se o Urochloa decumbens, U. brizantha e U. humidicola 

como as mais utilizadas na alimentação animal no Brasil. 

Segundo Tokarnia (2012) as espécies do gênero Urochloa produzem determinados 

metabólitos secundários que causam intoxicação em ruminantes. Estes metabólitos são as 

saponinas esteroidais, elas ocasionam indiretamente um quadro de intoxicação conhecido como 

fotossensibilização, identificado através de feridas cutâneas e, inclusive, podendo levar a óbito. 

Em estudos já realizados com as espécies U. decumbens, U. brizantha e U. humidicola relatam 

a presença de saponinas esteroidais e não esteroidais nestas espécies (BRUM et al., 2009; 

PIRES et al., 2002). 

 

3.3.3.  Urochloa humidicola 

É originaria do leste e sudeste da África tropical, onde ocorrem naturalmente em áreas 

relativamente úmidas (BOGDAN, 1977). É pouco exigente quanto ao solo, vegeta bem em 

locais úmidos ou secos, sendo resistente à geada. Tem sido largamente utilizada para formação 

de pastagens nas mais diferentes regiões do país, sendo muito promissora na região amazônica 

(ALCÂNTARA & BUFARAH, 1992).  

A espécie vem sendo estudada pelo grupo de pesquisa LQPN-IQ-UFRRJ e seus parceiros 

desde 2013. Assim com as demais espécies de Urochloa ela apresenta expressivo potencial 
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alelopático frente às espécies de leguminosas (RIBEIRO et al., 2018; FEITOZA et al., 2018). 

O estudo fitoquímico da espécie revelou a presença de diferentes classes de metabólitos 

especiais, dentre eles flavonoides, ácidos orgânicos, flavonas e saponinas esteroidais 

(OLIVEIRA et al., 2017), cujas propriedades dos mesmos, nesse contexto, ainda carecem de 

pesquisas. 

 

3.3.4. Urochloa ruziziensis 

A espécie Urochloa ruziziensis originária da África, onde ocorre em condições úmidas e 

não inundáveis. Tendo sido encontrada no Zaire e oeste do Kenya. É uma espécie perene, sub 

ereta, com 1 a 1,5 m de altura, apresenta a base decumbente (característica comum a espécies 

do gênero) e radicante nos nós inferiores.  As folhas são lineares e lanceoladas, com 100-200 

mm de comprimento e 15 mm de largura, pubescentes, verde amareladas. A inflorescência está 

formada por 3-6 racemos de 4-10 mm de comprimento. Ráquis largamente alada, com 4 mm 

de largura, geralmente de cor arroxeada. Espiguetas de 5 mm de comprimento, pilosas na parte 

apical, bisseriadas ao longo da ráquis. A gluma inferior tem 3 mm de comprimento e surge 0,5 

a 1 mm abaixo do resto da espigueta. O flósculo fértil apresenta 4 mm de comprimento 

(SENDULSKY, 1977; SERRÃO et al., 1971). 

U. ruziziensis tem aplicação na alimentação animal (MACEDO, 2009) como no 

fornecimento de palha para sistemas de plantio direto, e assim, assegurar uma maior 

sustentabilidade para ambientes produtivos (TORRES et al., 2008; MACHADO et al., 2010). 

O consorcio de U. ruziziensis tem sido recomendado com milho safrinha (Zea mays), posterior 

ao cultivo da soja afim de incrementar os nutrientes do solo (MENDONÇA et al., 2015). Ceccon 

(2008) observou parâmetros a serem considerados sobre U. ruziziensis que apresentou melhor 

resultado como produção de massa seca alternativa, massa seca de milho, massa seca total de 

parte aérea e rendimentos de grão de milho. Destacando os hábitos decumbentes de 

crescimento, maior fechamento dos espaços após a colheita do milho e melhor cobertura do 

solo, que garante uma proteção a espécies invasoras e a conservação da humidade do solo, 

constituindo fatores que a destacaram como a mais indicada para o consorciamento.  

Segundo Palharini e colaboradores (2014), também indica o cultivo de U. ruziziensis 

para cobertura de solo nos períodos de entressafras do milho e da soja pois a massa seca de 

cobertura apresenta efeito inibidor no desenvolvimento simultâneo de espécies invasoras 

presentes no banco de sementes do solo, fator associado ao seu efeito alelopático. 

3.3.5. Fotossensibilização secundária por consumo de Urochloa 

A fotossensibilização caracteriza-se por uma sensibilidade exagerada do animal aos 

raios solares, cujas ondas causam as lesões, em geral situados dentro da faixa do visível, que é 

determinado pelo agente fotossensibilizador, na maioria das vezes, um pigmento fluorescente 

(TOKARNIA et al., 2012).  

Existem dois tipos de fotossensibilização: a primária e a secundária ou hepatógena. Em 

ambos os casos a doença é causada pela presença de um agente sensibilizador na corrente 

sanguínea. A fotossensibilização primária é caracterizada pelo consumo da planta que contém 

o agente fotossensibilizante e esse é absorvido diretamente no intestino do animal. A 
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fotossensibilização secundaria ocorre quando a planta ingerida possui uma substância que 

provoca alterações no parênquima hepático ou nos ductos biliares com perturbações da 

eliminação da filoeritrina (TOKARNIA et al., 2012).  

A filoeritrina é subproduto da degradação da celulose pela ação de protozoários que se 

encontram dentro do estômago dos ruminantes e equinos. O líquido biliar, elimina essa 

substância do trato intestinal. A não eliminação desta substância leva à sua absorção no intestino 

e consequentemente acúmulo no sangue, nas regiões de pele clara e sob influência dos raios 

solares, provocam as feridas na pele TOKARNIA et al., 2012).  

 

 
Figura 1. Reação de formação da filoeritrina. 

A fotossensibilização relacionada às espécies do gênero Urochloa pode ser classificada 

como do tipo secundária, uma vez que determinada classe de metabólitos presentes na espécie 

levam ao mal funcionamento do fígado e vesícula biliar. A classe de metabólitos associada ao 

fenômeno são as saponinas esteroidais, mais especificamente atribuída a substância 

protodioscina (Figura 2, página 8) (BRUM et al., 2009; FACCIN et al., 2014). Entretanto sabe-

se que as espécies do gênero produzem outros tipos de saponinas, não somente com esqueleto 

esteroidal como também pela formação do anel espiro (PEREZ et al., 2016; OLIVEIRA et al., 

2017; NEPOMUCENO et al., 2017).  

Os estudos que abordam o tema fotossensibilização, abordam a influência da exposição 

solar (PORTO et al., 2013), casos de intoxicação em rebanhos jovens e experientes (FACCIN 

et al., 2014), intoxicação por espécies de Urochloa em ovinos, caprinos, bovinos e equinos 

(ROSA et al., 2016; MOREIRA et al., 2018; OGLIARI et al., 2018; AMADO et al., 2018), 

concentração de saponinas em diferentes estágios do desenvolvimento da espécie estudada 

(BRUM et al., 2009), por exemplo. 

 

3.3.6. Alelopatia das espécies de Urochloa 

Do ponto de vista etimológico do termo alelopatia significa prejuízo mútuo, um termo 

composto de duas palavras, "Allelon" ("um do outro") e "pathos" ("sofrimento") (MOLISH, 

1937). A definição tradicional do fenômeno da alelopatia é descrito como "qualquer efeito 

direto ou indireto causado por uma planta (incluindo microrganismos) a outro por meio da 

produção de substâncias químicas que escapam para o meio ambiente” (RICE, 1984).  

Em uma definição mais abrangente a alelopatia, segundo a Sociedade Internacional de 

Alelopatia em 1996, é definida como “qualquer processo que envolve metabólitos secundários 
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produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que, afetam o crescimento e desenvolvimento 

de sistemas biológicos e agrícolas”. As plantas, apesar de autotróficas, são imóveis, não 

podendo por isso escapar dos ataques de inimigos. Por este motivo, a principal função dos 

aleloquímicos nas plantas é a proteção ou defesa contra o ataque de fitopatógenos e pragas ou 

invasão de outras plantas (WHITTAKER, 1970).  

Os efeitos alelopáticos desempenhados pelas plantas estão diretamente ligados às 

formas de liberação de seus metabólitos no ambiente. É possível classificar quatro possíveis 

mecanismos de liberação: volatilização, lixiviação, decomposição e exsudação (RICE, 1984). 

Fala-se sobre a ação alelopática de espécies do gênero Urochloa e há algum tempo 

pesquisadores têm buscado explicações para a supressão de outras espécies, de interesse 

econômico ou daninhas, em pastos ocupados por espécies deste gênero.  

Estudos realizados por Oliveira Jr e colaboradores (2014) comprovaram a eficácia do 

efeito supressor da palha de Brachiaria ruziziensis (sinonímia para U. ruziziensis) sobre as 

plantas invasoras Euphorbia heterophylla e Bindens pilosa, no cultivo de outras culturas como 

milho e soja. O melhor resultado foi observado quando a palha foi irrigada, lixiviando 

aleloquímicos ao solo. 

O extrato hidrometanólico de B. decumbens inibiu o crescimento de raízes e brotações 

de mudas de agrião (Lepidium sativum), alface (Lactuca sativa), timóteo (Phleum pratense) e 

azevém (Lolium multiflorum) (KOBAIASHI & KATO-NOGUCHI, 2015). Exsudatos de raízes 

de U. decumbens foram avaliados sobre o desenvolvimento de espécies nativas da Mata 

Atlântica, Trema micranta (Cannabaceae), Heliocarpus popayanensis (Malvaceae) e Cecropia 

pachystachya (Urticaceae) (pioneiras), Cariniana estrellensis (Lecythidaceae), Eugenia 

brasiliensis (Myrtaceae) e Guarea kunthiana (Meliaceae) (não pioneiras). A área foliar total, o 

peso seco das raízes e da parte aérea das mudas de espécies pioneiras, foram drasticamente 

reduzidos pela ação do exudato, enquanto os não pioneiros foram menos afetados 

negativamente (DA SILVA et al., 2017). O extrato etanólico obtido de U. brizantha e U. 

decumbes apresentou efeito inibitório na germinação de crescimento e metabolismo de mudas 

de Guazuma ulmifolia (Sterculiaceae) (OLIVEIRA et al., 2016) 

Os exsudatos das raízes de U. humidicola demonstraram ação sobre a nitrificação do 

solo (GOPALAKRISHNAN et al., 2007). Os exsudatos de U. humidicola (Rendle) Schweick, 

apresentaram influência sob a ação da bactéria nitrificadora Nitrosomonas europoea, que age 

na interface planta/ solo na conversão de nitrogênio (SUBBARAO et al., 2006). 

O interesse agronômico do plantio direto sobre a palhada de espécies de Urochloa está 

também associado ao seu poder alelopático em suprimir o desenvolvimento de espécies 

consideradas daninhas que competem pelos nutrientes do solo com a cultura principal e por isso 

são indesejadas, mas existem estudos que demonstram negatividade no plantio direto usando 

espécies de Urochloa. A ação alelopática da palha de B. ruziziensis foi verificada sobre o 

desenvolvimento de Euphorbia heterophylla e Bindens pilosa (OLIVEIRA et al., 2014). O 

plantio direto de soja sobre campos de U. ruziziensis vem sendo estudado pelo grupo de 

pesquisa da Faculdade de Ciências Agronômicas e Veterinárias, UNESP, Jaboticabal-SP, 

publicaram em 2012 sobre o efeito que a espécie causava, mesmo após a queimada, sobre a 

germinação, desenvolvimento e produtividade dos grãos de soja (NEPOMUCENO et al., 2012). 

O trabalho levou a uma investigação mais detalhada sobre quais metabólitos especiais que são 
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produzidos por U. ruziziensis que poderiam afetar o desenvolvimento da soja; e confirmaram 

que a responsabilidade da ação era pela presença de saponinas esteroidais (figura 2) 

(NEPOMUCENO et al., 2017). A incorporação de parte aérea de B. decumbens no solo e a 

avaliação do desenvolvimento de seis culturas (arroz, milho, trigo, soja, feijão e algodão), 

mostrou que após um intervalo de tempo, verificou-se que o desenvolvimento das espécies foi 

reduzido e que houve redução do teor de nitrato no solo (SOUZA et al., 2006).  

 
 

Figura 2. Esqueletos de saponinas esteroidais comuns em Urochloa, formação do anel espiro 

pela hidrólise ácida. 

 

3.3.7. Metabólitos especiais identificados em espécies de Urochloa 

O gênero Urochloa tem sido estudado em função da utilização de suas espécies, 

destacando-se na alimentação de ruminantes, no plantio direto de culturas sobre a palhada e 

pelo efeito alelopático que apresentam. Alguns trabalhos abordam o valor nutricional das 

espécies ao medirem determinados nutrientes como (Ca, Mg, P, K), teor de fibras e proteína, 

voltando sua avaliação à produção animal (OLIVEIRA et al., 2019; SARTO et al., 2019; LIMA 

et al., 2019; EPIFANIO et al., 2019).  

Os estudos realizados por Pires e colaboradores (2002) com as folhas de U. decumbens 

identificaram a presença de saponinas esteroidais e sapogeninas na partição butanólica do 

extrato metanólico. Neste trabalho foram identificadas as seguintes sapogeninas 3-β-metóxi-

lanost-9(11)-eno, diosgenina e yamogenina, as saponinas  3-O-β-D-glicopiranosil-24(S)-etil-

22E-deidrocolesterol, 3- O-β-D-glicopiranosil-24(R)-etil-22E-deidrocolesterol, protodioscina e 

3-O-{α-L-ramnopiranosil-(1-4)-[α-L-ramnopiranosil-(1-2)]-α-D-glicopiranosil}-25(S)-

espirost-5-eno. 

Em um trabalho apresentado na 34ºRA SBQ (FREITAS et al., 2011) apresentou a 

seguinte composição para a partição n-butanol do extrato hidrometanólico das folhas de U. 

humidicola, identificaram a presença de quatro saponinas com esqueleto furostânico, a 

protodioscina e a metilprotodioscina, pela primeira vez identificadas nas folhas da espécie além 

de duas outras, o costusosideo-I e costusosídeo-J.  

Brum e colaboradores (2009) quantificaram saponinas do tipo protodiscina nas folhas 

das espécies de B. decumbens e B. bizantha por espectofotometria no extrato etanólico das 

folhas. A partição butanólica foi submetida a cromatografia em camada fina eluída em 

clorofórmio: metanol: água (16:9:2) e revelada com ácido sulfúrico 10% e reagente de Ehrlich, 
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e a determinação do percentual de saponina foi feito em comparação com o padrão previamente 

isolado a protodiscina. Neste trabalho conclui-se que o período de maior concentração de 

saponinas nas folhas ocorre quando a planta está no período de liberação de sementes, o estágio 

maduro da planta seria o período de maior intoxicação nos ruminantes.  

Um estudo com interesse de identificar os compostos liberados no solo foi feito 

avaliando os exsudatos das raízes de U. ruziziensis e U. decumbens, os extratos metanólicos 

obtidos de cada uma das espécies foram analisados por HPLC e neles foram identificados dois 

ácidos, o ácido 1,3-di-O-trans-ferrulinico e sua versão sem uma metoxila, não especificada 

pelos autores, as plantas foram submetidas a condições de cultivo diferenciadas, em solo de alta 

e baixa fertilidade. (WENZL et al., 2000).  

As raízes de U. humidicola foram submetidas à extração com solução metanólica 70%, e 

então uma partição líquido-líquido com acetato de etila, a fração apolar foi analisada por HPLC, 

nesta foi identificado os ésteres graxos: p-cumarato de metila e ferrulato de metila 

(GOPALAKRISHMAN et al., 2007)  

O estudo desenvolvido por Perez e colaboradores (2016), concluiu, através da 

interpretação de análises quimiométricas, do extrato de U. decumbens e U. brizantha que as 

espécies podem se diferenciar qualitativamente e quantitativas em relação os metabólitos 

tóxicos de ambas espécies.  A quantificação da protodioscina em ambas não apresentou 

diferença considerável, não podendo ser responsabilizada pela intoxicação em ruminantes, já 

que a espécie U. decumbens apresenta maior toxidez que a U. brizantha. Os autores apontam a 

possibilidade de o estereoisômero, protoneodioscina ser o responsável pela intoxicação. Neste 

experimento também foram identificadas outras 20 substâncias, dentre essas ácidos fenólicos, 

flavonas C- e O- glicosiladas, flavonol O-glicosilado, flavolignanas e saponinas esteroidais, 

apresentadas na Tabela 1. 

Tabela 1: Substâncias identificadas em espécies de Urochloa. 

 Substância Espécie Referência 

Saponinas 

1 Protodioscina  

U. humidicola 

U. brizantha 

U. decumbens 

U. ruziziensis 

Freitas et al., 2011 

Perez et al., 2016 

Nepomuceno et al., 

2017 

2 Metilprotodioscina U. humidicola Freitas et al., 2011 

3 Costusosídeo-I U. humidicola Freitas et al., 2011 

4 Costusosídeo-J U. humidicola Freitas et al., 2011 

5 Acetil-protodioscina U. decumbens Perez et al., 2016 

6 Protoneodioscina 
U. decumbens 

U. brizantha 

Perez et al., 2016 

 

7 Dioscina 
U. decumbens 

U. humidicola 

Pires et al., 2002 

Oliveira et al., 2017 

8 Collettinsídeo III 
U. decumbens 

U. ruziziensis 

Pires et al., 2002 

Nepomuceno et al., 

2017 
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9 Penogenina U. humidicola Oliveira et al., 2017 

10 
3-O-β-D-glicopiranosil- 

24(R)-etil-22E-diidrocolesterol 
U.decumbens Pires et al., 2002 

11 
3-O-β-D-glicopiranosil- 

24(S)-etil-22E-diidrocolesterol 
U.decumbens Pires et al., 2002 

Sapogeninas 

12 Diosgenina U.decumbens Pires et al., 2002 

13 Iamogenina  U.decumbens Pires et al., 2002 

14 3-β- metóxi-lanost-9(11)-eno. U.decumbens Pires et al., 2002 

Ácidos orgânicos e derivados 

15 Ácido 1,3-di-O-trans-feruloilquínico 
U. ruziziensis 

U. decumbens 

Wenzl et al., 2000 

 

16 p-cumarato de metila U. decumbens 
Gopalakrishnan et al., 

2007) 

17 ferrulato de metila U. decumbens 
Gopalakrishnan et al., 

2007) 

18 Ácido 2-hidroxi-3-metoxibenzoico U. humidicola Oliveira et al., 2017 

19 Ácido trans-4-hidroxicinâmico  U. humidicola Oliveira et al., 2017 

20 Ácido para-hidroxibenzóico  U. humidicola Oliveira et al., 2017 

Flavonol 

21 Quercetina 3- O-β-D- glucuronato de metila U. humidicola Oliveira et al., 2017 

22 3,7-di-O –α -L- ramnopiranosilcanferol U. humidicola Oliveira et al., 2017 

23 Isorhamnetina 3-O- β-D-glicosídeo U. humidicola Oliveira et al., 2017 

24 
5,7,3’,4’-tretrahidroxi-3-O-ramnopiranosil-

flavona 
U. humidicola Oliveira et al., 2017 

25 Ombuina -3-O- rutinosídeo U. brizantha Perez et al., 2016 

Flavona 

26 Tricina U. humidicola Oliveira et al., 2017 

27 Tricina 7-O-glucosídeo   

28 Orientina 2’’-O-glucosideo 
U. decumbens 

U. brizantha 

Perez et al., 2016 

 

29 Carlinosideo 
U. decumbens 

U. brizantha 

Perez et al., 2016 

 

30 Schaftosídeo 
U. decumbens 

U. brizantha 

Perez et al., 2016 

 

31 Orientina 7-O-raminosídeo U. brizantha Perez et al., 2016 

32 Apigenina 6,8-di-C-arabnosídeo U. decumbens Perez et al., 2016 

33 
2’,4’,5,7-tetrahidroxi- flavone-8-C-

arabinosil-7-O-glucosideo 
U. brizantha Perez et al., 2016 

34 Diosmetin-8-C-rhamnosil-7-O-glucosídeo U. decumbens Perez et al., 2016 

35 Luteolina 6-C-pentosil-8-C-deoxihexosideo U. decumbens Perez et al., 2016 

36 Apigenina 6-C-deoxihexosil-8-C-pentosideo U. decumbens Perez et al., 2016 

37 Cassiaoccidentalin B U. decumbens Perez et al., 2016 
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Figura 3. Estrutura química das substâncias isoladas em espécies do gênero Urochloa 

(continua). 

U. brizantha 

Catequina 

38 Catequina-7-O-β-D-glicopiranosideo U. humidicola Oliveira et al., 2017 

Flavolignana 

39 
Tricina 4’-O- (β-guaiacilgliceril) éter 7-O-

(deoxihexosil)-glucosideo 
U. decumbens Perez et al., 2016 
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Figura 3. Continuação. 
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2.3.8. Desreplicação 

 

O método de análise por desreplicação consiste em uma identificação rápida de 

substâncias presentes em amostras biológicas complexas. Utilizando o mínimo de material, 

produzindo pouco resíduo, acelerando a identificação das substâncias conhecidas e indicando a 

presença de novos constituintes (NIELSEN et al., 2011).  

A desreplicação baseia-se em métodos analíticos hifenados como CLAE-UV, CLAE-EM, 

CLUE-EM/EM e CG-EM, técnicas que têm sido extensivamente utilizadas em análises 

metabolômicas de plantas. (ERNST et al., 2014; WOLFENDER et al., 2013; CARNEVALE et 

al., 2013). O procedimento consiste na separação dos componentes das matrizes complexas 

através de métodos cromatográficos, coleta de dados espectroscópicos pelo acoplamento aos 

diferentes detectores e/ou coletor de frações, e com comparação das informações obtidas em 

bases de dados e, por fim, a detecção de rota para proposta de estruturas de metabolitos (LANG 

et al., 2008). 

A espectrometria de massas (EM) tem sido utilizada na desreplicação de matrizes naturais 

devido à sua versatilidade, rapidez e elevada sensibilidade, possibilitando o uso de menores 

quantidades de amostra. A partir dos dados obtidos, como a massa molecular, de baixa ou alta 

resolução, e as fragmentações, realiza-se a proposta estrutural, através da busca da fórmula 

molecular em bases de dados e, através de propostas mecanísticas de fragmentação, justifica-

se a estrutura proposta (WOLFENDER et al., 2009). 

As dificuldades encontradas pela desreplicação estão na complexidade das matrizes 

vegetais e, por isso, exige-se uso de ferramentas estatísticas que consigam extrair informações 

abrangentes dos dados adquiridos. Outra dificuldade que aumenta a complexidade deste 

trabalho são as possibilidades de se encontrar isômeros, com isto deve-se trabalhar com um 

grande conjunto de dados que possa identificar metabolitos inéditos.  

Além do método de fracionamento e detecção, o banco de dados apresenta-se como uma 

ferramenta de extrema importância para este tipo de análise, conseguir identificar os padrões 

em fragmentação como, por exemplo, perdas de unidades de açúcar em moléculas C-

glicosiladas ou O-glicosiladas, e conhecimento na fragmentografia típica de metabólitos 

oriundos de mesma origem biossintética (YANG et al., 2013; GU et al., 2013). 

A utilização de um analisador como a espectrometria de massas permite diferentes 

abordagens para a análise de matrizes complexas como extratos brutos e frações obtidas por 

partição. Um fator que contribui para isso é a diversidade de métodos de ionização e seleção 

que melhor se aplica a substâncias de origem natural. A ionização feita à pressão atmosférica 

produz grande quantidade de íons moleculares e pouca fragmentação, dentre as que se destacam 

nesta aplicação temos a APCI (ionização à pressão atmosférica), APPI (fotoionização à pressão 

atmosférica) e ESI (Electro Spray Ionization) (NICULAU et al., 2016).   

Além da indicação quanto ao peso molecular, as técnicas de ionização também apresam 

outras indicações, por exemplo, a APCI é indicada para moléculas com polaridade que variam 

de apolar a média, voláteis e termicamente estáveis, opera tanto no modo negativo e quanto no 

positivo. Na ESI gera-se gotículas altamente carregadas a partir das quais os íons são ejetados 

por um processo de evaporação do solvente, um campo elétrico gerado na ponta do pulverizador 

pela aplicação da alta tensão, consegue abranger bem moléculas de polaridades diferentes e 
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pode, também, ser operado no modo negativo e positivo. A APPI é indicada para compostos 

pouco ionizados por ESI e APCI, e contemplam grupos apolares ou de baixa polaridade, por 

exemplo, hidrocarbonetos policíclicos aromáticos. Nesta técnica adiciona-se um dopante, uma 

substância ionizada preferencialmente, que atua como intermediário entre os fótons e o analito 

(NICULAU et al., 2016). 

Quanto às variações dos analisadores de massa eles deverão contribuir para os diferentes 

tipos de análise que se deseja realizar. “A maioria dos trabalhos de quantificação em CL-EM 

usa quadropolos únicos e triplo quadrupolos” (NICULAU et al., 2016). Para análises em que 

se deseja obter EM/EM a sequência triplo quadrupolo é a mais usual, o primeiro funciona como 

selecionador de íons, no segundo atua como a segunda cela de colisão e o terceiro selecionador 

de íons. Este analisador pode operar diferentes tipos de análise, modo “Full Scan” (verificação 

total de íons), monitoramento de íons produtos e precursores, monitoramento de reações 

selecionadas (SRM) ou monitoramento de reações múltiplas (MRM), monitoramento de íons 

selecionados (SIM) e perda neutra (NL) (KOPKA et al., 2004; LU et al., 2008). 

Em uma análise exploratória, uma ampla faixa de massa deve ser adotada, o modo de 

aquisição utilizado pode ser o EME, cuja aquisição independente de dados (DIA) nomeado MSE, 

tornando-se um método simples e genérico (untargeted) para aquisição de dados de forma 

compreensiva e completa. Em instrumentos TOF (time of flight) e QTOF, quando programados 

a EME todos os íons gerados na fonte são transmitidos até a cela de colisão, que alterna 

sequencialmente entre funções de baixa e alta energia, enviando alternadamente precursores e 

fragmentos ao analisador TOF. Assim, são adquiridos dados de massa exata de precursores e 

fragmentos ao mesmo tempo (todos os dados, todo o tempo). Os dados são então processados 

por software para deconvolução, associando os fragmentos a seus precursores com base na 

separação cromatográfica previamente feita no CLAE ou UPLC (SILVA et al., 2006). 

 

Figura 4. Esquema do processo de separação e análise de uma amostra via CLAE-EM.  

Disponível em: <https://www.labnetwork.com.br/destaque/decodificando-a-espectrometria-de-massas/> 

Acessado em: 02 jan. 2020. 

 

https://www.labnetwork.com.br/destaque/decodificando-a-espectrometria-de-massas/
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Pela diversidade de substâncias e suas polaridades distintas, considerando a grande 

diferença de massa entre as saponinas e flavonoides, principais classes de substâncias presentes 

nos extratos de maior polaridade de Urochloa ruziziensis e U. humidicola, a ionização por 

electrospray foi utilizada para analisar as substâncias presentes nos extratos. 

3.4. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.4.1. Materiais  

Para o fracionamento cromatográfico em coluna de vidro foi utilizado gel de sílica 60 

(230 - 400 ou 70 – 230 mesh) da Silicycle. Cromatografia por exclusão molecular utilizou-se 

Sephadex LH-20 da Sigma-Aldrich.  

O acompanhamento por CCDA foi feita em cromatoplacas de gel de sílica 60 F256 sobre 

alumínio das marcas Silicycle e Sorbent. Utilizou-se para revelação das cromatoplacas 

irradiação com luz ultravioleta (254-366 nm); revelador químico vanilina sulfúrica [(1g de 

vanilina em solução com 45 mL de água destilada (H2O), 45 mL de etanol (CH3CH2OH) e 10 

mL ácido sulfúrico (H2SO4)] seguido de aquecimento; solução aquosa 10% cloreto de alumínio 

(AlCl3)  e vapores de iodo.  

3.4.2. Equipamentos 

Utilizou-se evaporador rotativo Fisaton 801 para concentração dos extratos brutos e 

frações.  

Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear (1D e 2D) foram obtidos em 

espectrômetro Bruker AVANCE II, 9,4 T (400 MHz para 1H e 100 MHz para 13C), 

espectrômetro de RMN com 11,5 T (500MHz para 1H e 125MHz para 13C), central analítica 

IQ-UFRRJ. Como padrão interno para referência de deslocamento químico foi usado 

tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos químicos (δ) foram obtidos em partes por milhão 

(ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).  

Os cromatogramas e os espectros de massas de baixa resolução foram registrados em 

cromatógrafo com fase gasosa (CG/EM), a Shimadzu modelo QP-2010 (Kyoto, Japan), HP-

5880 acoplado a espectrômetro de massas de analisador de íons quadrupolo e ionização por 

impacto de elétrons, 70 eV.  

As análises de CLAE foram feitas no equipamento HPLC Shimadzu LC-20AT, CBM-

20A, ICE-UFRRJ, pela colaboração da Prof. ª Dr.ª Rosane Nora Castro. 

Espectros de massas de alta resolução foram obtidos por Cromatografia Líquida de Ultra 

Eficiência acoplada a Espectrometria de Massas de Alta resolução (CLUE/EM-EM), no sistema 

UPLC-ESI-q-TOF (Acquity-Xevo, Waters), coluna Waters Acquity UPLC BEH C 18 (150 mm 

x 2,1cm, 1,7 μm), temperatura de 40 ◦C e fases móveis de 0,1% de ácido fórmico e acetonitrila 

com 0,1% de ácido fórmico, realizada na Embrapa Agroindústria Tropical, Campus do Pici - 

Fortaleza – CE.  

 

3.4.3. Solventes  
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Nos processamentos cromatográficos foram utilizados solventes orgânicos grau 

analítico (P.A.) das empresas Vetec e Neon. Para as análises de RMN 1H e 13C foram utilizados 

solventes deuterados (CDCl3, C5D5N, DMSO-d6, CD3OD) da marca Tedia.  

 

3.4.4. Softwares 

 O programa ACD/Labs (versão 12.0) e o MestReNova foram utilizados no 

processamento dos espectros obtidos nos experimentos de RMN.  

As estruturas foram desenhadas nos programas ChemWindow ou ChemDraw Ultra 

12.0.  

Os espectros de massas de baixa resolução foram processados no programa GCMS Postrun 

Analysis (Shimadzu).  

As interpretações dos espectros de massas de alta resolução foram feitas com o auxílio 

do software de espectometria de massas MassLynx (Waters). 

3.4.5. Obtenção de exemplares das espécies U. humidicola e U. ruziziensis 

  As duas espécies foram coletadas no campus da Universidade Federal Rural do Rio de 

Janeiro, Seropédica-RJ. A cidade possui um clima classificado como Aw, com chuvas 

concentradas no período de novembro a março, precipitação anual média de 1.213mm e 

temperatura média anual de 24,5ºC. 

A espécie U. humidicola existe em um pasto homogêneo que é utilizado como pastagens 

para ovinos e caprinos. O setor de coleta foi a Caprinocultura do Instituto de Zootecnia da 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica-RJ, (latitude: 22º44’38” S; 

longitude: 43º42’27” W; altitude: 26m). 

A espécie U. ruziziensis não possuía área de cultivo pré-estabelecida em localidade 

próxima ao campus da Universidade, sendo assim seu cultivo foi necessário. O plantio foi 

desenvolvido em parceria no setor de forrageiras do Instituto de Zootecnia. Nessa etapa do 

trabalho tivemos e valorosa colaboração do Dr. Delci de Deus Nepomuceno (in memoriam)†. 

3.4.5.1. Plantio da espécie U. ruziziensis 

A Urochloa ruziziensis é uma espécie de cultivo típico no sul do país, ela é utilizada 

principalmente na produção extensiva de gado. Como citado acima, nas áreas com culturas 

previamente estabelecidas no campus Seropédica da UFRRJ não havia uma área de cultivo de 

U. ruziziensis, sendo assim dentro do nosso planejamento foi necessário realizar o plantio de 

uma área.  

O plantio pode ser feito por mudas ou através de sementes, a última a semeadura pode 

ser feita a laço ou deve ser feito no período da primavera (setembro a dezembro) podendo se 

estender até fevereiro, neste período do ano a espécie tem maior tempo de exposição solar a luz 

solar o que favorece o seu desenvolvimento adequado (PUPO, 1981). 

As sementes foram doadas pela empresa Wolf Sementes. A área selecionada foi 

preparada no dia 11/10/2015, pasto onde a espécie predominante era o Panicum maximum 

(capim colonião) fez-se necessário sua remoção por capina para então o cultivo da espécie 

desejada. No momento do preparo da terra foi observada a presença de algumas espécies 
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invasoras típicas como do plantio ao estágio de colheita são necessários 3 a 4 meses e após o 

primeiro corte de 35 a 42 dias. 

O preparo da área e o plantio da espécie foram realizados em 10 de outubro de 2016, no 

Campo Agrostológico localizado no Instituto de Zootecnia-UFRRJ (22º46’ 27,8’’ S; 43º41’14’’ 

O), o clima local é classificado, de acordo com a classificação Köppen, com tipo Aw, 

caracterizado como tropical úmido com estação chuvosa no verão e seca no inverno.  O solo 

local é do tipo Planossolo Háplico (EMBRAPA, 1999), a área reservada mede 3 x 10 m onde 

foram feitos 7 canteiros com distância média de 40 centímetros entre eles. O crescimento foi 

acompanhado durante 3 meses até o ponto do corte.  

 
Figura 5. Etapas de desenvolvimento da espécie U. ruziziensis. (1) plantio 10/10/2015, (2) 

11/11/2015, (3) 10/12/2015 e (4) 10/01/2016 data do corte. 

Fonte: Autoria própria. 

3.4.6. Coleta da espécie Urochloa humidicola e preparo dos extratos 

Para a espécie U. humidicola não foi necessário o plantio visto que já existia um campo 

homogêneo e bem estabelecido disponível para a coleta. A parte aérea (folhas e colmo) foi 

colhida em 11/08/2015 entre 8:00 h e 10:00 h, o material verde foi seco à temperatura ambiente 

e ao abrigo da luz solar e posteriormente pulverizado em moinho de facas, ao final do processo 

obteve-se 536,17g de material seco. A amostra para exsicata foi depositada no Herbário da 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro Departamento de Botânica e encontra-se sob o 

código alfanumérico RBR 38719. 

Os extratos foram preparados por maceração, utilizando com liquido extrator hexano e 

solução hidrometanólica a 80%. A mistura foi deixada em maceração por sete dias, a o abrigo 

da luz, então filtrada. As soluções extrativas foram concentradas em evaporador rotativo e 

reunidas, obtendo-se assim os extratos brutos.  

A partir de 536,17g de U. humidicola foram produzidos 4,77 g de extrato hexânico 

(UHFH), 45,69 g do extrato hidrometanólico (UHFM).  
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3.4.7. Coleta da espécie U. ruziziensis e obtenção dos extratos  

A parte aérea (folhas e colmo) foi colhida em 11/01/2016 entre 8:00 e 10:00 horas, o 

material verde foi seco à temperatura ambiente e ao abrigo da luz solar e posteriormente 

pulverizado em moinho de facas, ao final do processo obteve-se 1441,44 g. A amostra para 

exsicata foi depositada no Herbário da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro 

Departamento de Botânica e encontra-se sob o código alfanumérico RBR 387120. 

Seguindo-se extração (maceração a frio) com hexano e solução metanólica a 80% a 

temperatura ambiente. As soluções extrativas obtidas foram concentradas em evaporador 

rotativo até completa eliminação do líquido extrator, obtendo-se assim os extratos brutos. A 

partir de 1441,44 g de U. ruziziensis foram produzidos 12,37 g de extrato hexânico (URFH) e 

175,84 g do extrato hidrometanólico (URMH2O). 

O extrato hidrometanólico foi dissolvido em 50 mL de solução metanol: H2O (70:30) e 

então submetido à partição com solventes orgânicos de polaridade crescente fornecendo as 

frações (partições): hexano (URMH2O-H) 4,75 g, diclorometano (URMH2O-D) 9,12g, acetato 

de etila 17,62g (URMH2O-A) e butanol 41,26 g (URMH2O-B), o resíduo teve massa igual a 

81,66g. Cada extração foi repetida 8 vezes utilizando 150,00 mL cada. As frações foram secas 

em evaporador rotativo até a completa eliminação do solvente. 

 
Fluxograma 1. Partição do extrato bruto de Urochloa ruziziensis. 

URMH2O

(175,84 g)

URMH2O-H

4,75 g 
Fração aquosa

URMH2O-D

9,12 g
Fração aquosa

URMH2O- A

17,62 g
Fração aquosa

URMH2O- B

41,26 g
Resíduo 81,66 g

Extrato dissolvido em MeOH:H2O (70:30) 

3x 150 mL de C6H14 

4x 150 mL de CH2Cl2 

4x 150 mL de AcOEt 

4x 150 mL de n-BuOH 
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3.4.8 Fracionamento das partições oriundas do extrato hidrometanólico de Urochloa 

ruziziensis 

3.4.8.1. Fracionamento da fração URMH2O-H 

O extrato URMH2O-H em sua totalidade (4,75g) foi submetido à cromatografia em 

coluna aberta em gel de sílica (230 - 400 mesh) (230,18g). Utilizou-se como eluentes, hexano, 

diclorometano, acetato de etila e metanol, que combinados dois a dois proporcionaram 

gradiente crescente de polaridade. Este fracionamento gerou 60 frações de 250 mL cada, que 

foram concentradas em rotaevaporador. O perfil cromatográfico das frações foi acompanhado 

por cromatografia em camada delgada analítica (CCDA), observadas por luz ultravioleta e 

reveladas com vanilina sulfúrica. As frações que apresentaram similaridade na análise por 

CCDA foram reunidas em grupos de frações, conforme apresentado na Tabela 2, para 

processamentos adicionais que visaram o isolamento de metabólitos especiais. 

 

Tabela 2. Grupos de frações reunidos a partir do fracionamento da partição URMH2O-H. 

Frações destaque Massa (g) Eluente 

8 0,0325 C6H12: CH2Cl2 (20:80) 

21-24 0,0398 CH2Cl2: AcOEt (90:10) 

28-30 0,1434 CH2Cl2: AcOEt (85:15) 

53-55 0,9128 AcOEt: MeOH (60:40) 

 

A fração 8 e a reunião 53 a 55 foram submetidas ao fracionamento subsequente pois, 

pelo aspecto apresentado na análise em placa cromatográfica, apresentarão poucos constituintes 

o que favoreceu sua seleção. 

3.4.8.1.1. Fracionamento de URMH2O-H-8 

No processo de secagem da fração de número 8 (0,0325 g) observou-se o aparecimento 

de um precipitado de cor branca, ao utilizarmos hexano na lavagem do precipitado foi possível 

remover outras substâncias que estavam presentes. Na análise por RMN 1H e 13C foi possível 

identificar as substâncias 1 e 2. 

 

3.4.8.1.2. Fracionamento de URMH2O-H 53-55 

O grupo de frações 53-55 foi reunido (0,9128 g) e ao ser dissolvido em diclorometano 

apresentou um precipitado de coloração branca, insolúvel nesse solvente, com massa igual a 

0,4010 g, que foi submetido à análise de RMN 1H e 13C, em piridina, identificando-se as 

substâncias 1 e 2. A parte solúvel (0,5118 g) foi refracionada em uma coluna de gel de sílica, 

eluída em diclorometano e acetato de etila em gradiente de concentração, da qual obtiveram-se 

40 frações de 50 mL cada. Após concentradas em rotaevaporador as frações foram submetidas 

à cromatografia em camada delgada analítica (CCDA) observadas na câmara ultravioleta e 

reveladas com vanilina sulfúrica. As frações que apresentaram similaridade foram reunidas. 

Deste processo a fração de número 24 (0,010 g), que apresentou uma mancha principal 

arroxeada, foi refracionada em sephadex LH20, eluída em CH2Cl2: MeOH (30:70). O perfil das 

frações obtidas foi acompanhado por CCDA, as frações de número 11 e 12 (0,0062 g) foram 

reunidas e analisadas por RMN 1H e 13C identificando-se as substâncias 3 e 4. 
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Fluxograma 2. Fracionamento do extrato hexânico de U. ruziziensis. 

3.4.8.2. Fracionamento da partição URMH2O-D 

 A partição URMH2O-D (8,27 g) foi fracionada em coluna aberta de gel de sílica (70 – 

230 mesh), 231,53 g para o recheio da coluna e para a pastilha utilizou-se 10,03 g. A fase móvel 

utilizada foi em gradiente crescente de polaridade, iniciando com diclorometano, passando por 

acetato de etila e metanol até 100 % de metanol. Foram coletadas 74 frações de 125 mL cada, 

concentradas em rotaevaporador. 

O acompanhamento do perfil de cada amostra foi analisado por CCDA, utilizando como 

eluente os mesmos solventes utilizados no fracionamento da coluna. As amostras foram 

reunidas pela sua similaridade de acordo com seu perfil cromatográfico, os grupos de frações 

são apresentados na Tabela 3. 

Tabela 3. Grupos de frações reunidos a partir do fracionamento da partição URMH2O-D. 

Frações reunidas Massa (g) Eluente 

37-38 0,0203 CH2Cl2: AcOEt (60:40) 

39-41 0,1103 CH2Cl2: AcOEt (50:50) 

42-43 0,0724 CH2Cl2: AcOEt (40:60) 

58-59 0,072 AcOEt 

67-68 0,6390 AcOEt: MeOH (70:30) 

 

Dentre as amostras reunidas, destacaram-se os grupos de frações 37 e 38, que apresentou 

uma mancha principal amarela quando revelada em vanilina sulfúrica, e a reunião 67 e 68, que 

URMH2O-H (4,75 g)

Fr. 8 (0,0325 g)

Substâncias 1 e 2

(0,0325 g)

Fr.:  53-55 (0,9128 g)

Solúvel (0,5118 g)

Substâncias 3 e 4

(0,5118 g)

Precipitado (0,4010 g)

Substâncias 1 e 2

(0,4010 g)

Coluna cromatográfica (gel de sílica) 

Coluna cromatográfica 

(gel de sílica) 
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apresentou uma mancha principal rocha ao utilizarmos o mesmo revelado na análise por CCDA 

apresentaram poucas manchas, estes grupos foram selecionados para posterior fracionamento.  

3.4.8.2.1. Fracionamento de URMH2O-D 37-38 

As frações de número 37 e 38 apresentaram um precipitado amarelo em formato de 

agulhas, e similaridade em placa, foram reunidas, totalizando 0,0203g. O resíduo foi dissolvido 

em acetona: metanol (3:7) e refracionado em sephadex LH20 utilizando como eluente a mesma 

solução usada na dissolução. Este processo rendeu 13 frações, as de número 5-6 (0,0025 g) 

foram analisadas por RMN 1H e 13C, cuja interpretação dos dados permitiu a identificação da 

substância 5. 

 

3.4.8.2.2. Fracionamento de URMH2O-D 67-68 

A fração 67 e 68 foram reunidas após avaliação do seu perfil cromatográfico e renderam 

0,6390 g. A amostras foi submetida ao fracionamento subsequente em sephadex LH20 com o 

intuito de purificar a amostra. 

Ambas as substâncias foram identificadas por análises de RMN 1H e 13C além dos 

experimentos bidimensionais. Neste processo foi isolada novamente as substâncias 1 e 2 obtidas 

inicialmente na fração URMH2O-H. 

O diagrama a seguir apresenta um esquema resumido do processamento das frações de 

interesse e indica a obtenção das substâncias isoladas na fração URMH2O-D. 

 

 
 

 

Fluxograma 3. Esquema de fracionamento da partição diclorometano.  

URMH2O-D

(8,27 g)

37-38

( 0,0203 g)

5-6 

(0,0025 g)

67-68 

(0,6390g)

13-14 

(0,1009 g)

5-7

(0,0322 g) 

Sephadex LH20 

Acetona: MeOH (2:8) 

Coluna Cromatográfica 

Sephadex LH20  

(MeOH) 

Substância 5 

(0,0025 g) 

 

 

Substância 1 e 2 

(0,0322 g) 
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3.4.8.3. Fracionamento da partição URMH2O-A 

A partição URMH2O-A (11,0 2 g) foi fracionada em coluna aberta de gel de sílica (70 – 

230 mesh), 200,64 g para o recheio da coluna e para a pastilha utilizou-se 18,52 g. O eluente 

utilizado foi um gradiente crescente em polaridade partindo-se de diclorometano, passando por 

acetato de etila e metanol até 100 %. Foram coletadas 78 frações de 125 mL cada, que foram 

concentradas em rotaevaporador. 

O acompanhamento do perfil de cada amostra foi analisado por cromatografia em camada 

delgada analítica (CCDA), utilizando como eluente os mesmos solventes utilizados no 

fracionamento da coluna, utilizou-se luz ultravioleta com comprimento de onda em 294 nm e 

vanilina sulfúrica como reveladores. As amostras foram reunidas pela sua similaridade de 

acordo com seu perfil cromatográfico, os grupos de frações estão descritos na Tabela 4. O 

grupo de frações 20 a 22 foi o único que, após outras etapas cromatográficas nos permitiu 

identificar as substâncias presentes.  

 

Tabela 4. Grupos de frações reunidos a partir do fracionamento da partição URMH2O-A. 

Frações reunidas Massa (g) Eluente 

20-22 0,1612 CH2Cl2: AcOEt (60:40) 

26-30 0,0260 CH2Cl2: AcOEt (10:90) 

36-37 0,2918 AcOEt: MeOH (70:30) 

41-42 0,8024 AcOEt: MeOH (60:40) 

 

3.4.8.3.1. Fracionamento de URMH2O-A 20-22 

As frações de número 20 a 22 foram reunidas pela semelhança em placa, totalizando 

0,1612 g. O resíduo foi solubilizado em metanol e refracionado em sephadex LH20 utilizando 

como eluente metanol. Este processo rendeu 12 frações e nas de número 9-11 (0,1124 g) foi 

purificada em coluna de gel de sílica, o eluente utilizado foi a combinação dos solventes 

diclorometano e acetato de etila na proporção 60:40, respectivamente, desta purificação 

obteveram-se 17 frações. As frações 12 e 13 (0,0104 g) foram analisadas por RMN 1H e 13C, 

possibilitando a identificação do conjunto de substâncias 7, 8 e 9, em mistura. 

3.4.9. Comparação dos perfis cromatográficos dos extratos hidrometanólicos de U. 

humidicola e U. ruziziensis por desreplicação 

 

3.4.9.1. Levantamento bibliográfico 

Os estudos de desreplicação tem uma ferramenta de extrema importância que é a 

comparação dos resultados obtidos que são descritos na literatura, informações de massa, 

espectrométricas, espectroscópicas e estruturais. Nesse aspecto faz-se necessário um levantamento 

de dados que deve ser orientado sobre duas vertentes, o conhecimento sobre o gênero e a família a 

qual a planta em estudo pertence; e a busca dentro das classes de metabólitos especiais que são 

bioproduzidas pelas espécies estudadas. Deste modo, foi necessário o levantamento de dados de 

massas de moléculas já reportadas para o gênero Urochloa e da Família Poaceae. 
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As bases de dados consultadas foram: Scifinder, Dictionary of Natural Products, Scopus, 

PubChem, ScienceDirect. A consulta foi direcionada pela família, gênero, além de análise de 

trabalhos científicos envolvendo, livros, artigos, teses e revisões em busca de substâncias presentes 

no gênero. Foram pesquisadas diversas classes de metabólitos, mas a busca pelos flavonoides, 

ácidos orgânicos e saponinas foram o principal alvo. As informações levantadas estavam 

relacionadas: ao desenho estrutural, massa monoisotópica, massa monoisotópica protonada e 

desprotonada, e a fórmula molecular. 

3.4.9.2. Preparo da amostra 

Nesta etapa foram utilizados os extratos obtidos por maceração, procedimento descrito 

no item 3.4.6. (Página 17) e 3.4.6. (Página 18), e houve uma preparação das amostras antes da 

análise por CLUE-EM. 

Cerca de 5 mg de cada extrato hidrometanólico, URMH2O e UHMH2O, foram dissolvidos 

em solução metanol: água (90:10) e submetido a uma purificação prévia utilizando o método 

por extração em fase sólida, com cartucho C-18. Inicialmente o cartucho foi condicionado 

utilizando 5 mL de solução metanólica 90%, a amostra foi então incorporada, lavada com 10 

mL de água ultrapura e submetida a extração com 100% de metanol grau UPLC. A solução 

contendo o extrato foi seca em rotaevaorador, e dissolvida em 300 μL de metanol, o volume de 

injeção foi 10 μL. 

 
Figura 6. Extração em fase sólida com uso de Manifold e cartucho SPE. 

3.4.9.3. Condições da análise 

A análise dos produtos de extração das duas espécies de Urochloa foi realizada por 

Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência acoplada a Espectrometria de Massas de Alta 

Resolução (CLUE-EM) e em um sistema UPLC-ESI-q-TOF (Acquity-Xevo, Waters), 

pertencente a Embrapa Agroindústria Tropical, Campus do Pici - Fortaleza - CE.  

As corridas cromatográficas foram realizadas em uma coluna Waters Acquity UPLC 

BEH C 18 (150 mm x 2,1cm, 1,7 μm), com temperatura fixa de 40 ◦C. As fases móveis foram 

compostas de água com 0,1% de ácido fórmico (A) e acetonitrila com 0,1% de ácido fórmico 

(B), com gradiente variando 0-15 min (2-95%) de B, com fluxo de 0,4 mL / min e volume de 

injeção de 5 μl.  

Os espectros de massa de alta resolução obtidos numa fonte de ionização por eletrospray 

(ESI) nos modos positivo (ESI+) e negativo (ESI-). O modo de a aquisição dependente de dados 

(fragmentação sequencial de todos os picos detectados). 
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As condições do analisador de massas XEVO-QToF no modo negativo foram faixa de 

aquisição: 110-1180 Da; Temperatura da fonte: 120 o C; Temperatura de dessolvatação 350 o 

C; Fluxo do gás de dessolvatação: 500 L .h-1. Cone de extração: 0,5 v; Voltagem capilar: 3,2 

kV; Padão “lock mass”: leucina encefalina. As condições do analisador de massas XEVO-

QToF no modo negativo foram Faixa de aquisição: 110-1180 Da; Temperatura da fonte: 120 o 

C; Temperatura de dessolvatação 350 o C; Fluxo do gás de dessolvatação: 500 L .h-1. Cone de 

extração: 0,5 v; Voltagem capilar: 3,2 kV; Padão “lock mass”: leucina encefalina; A função do 

padrão “lock mass” é corrigir automaticamente todos os espectros adquiridos. O modo de 

aquisição será EM/EM. O controle do aparelho e a análise dos espectros gerados foram feitas 

com o software Masslynx 4.1 (Waters Corporation), bem como o fornecimento das massas e as 

fórmulas moleculares. 

3.5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

O processamento cromatográfico dos extratos de folhas de Urochloa ruziziensis resultou 

no isolamento e identificação de cinco substâncias apresentadas na Figura 7. A elucidação das 

mesmas foi realizada através de analises espectrais e por comparações com dados da literatura. 

O detalhamento do procedimento de elucidação será descrito nos próximos tópicos. 

 

 
 

Figura 7. Substâncias isoladas e identificadas das folhas de Urochloa ruziziensis.  

3.5.1. Identificação das substâncias isoladas da partição URMH2O-H 

3.5.1.1. Identificação das substâncias 1 e 2 

As substâncias 1 e 2, se apresentaram como um precipitado amorfo de coloração branca, 

foram identificadas na fração URMH2O-H 8 e na fração URMH2O-H 53-55, a identificação foi 

feita com a solubilização do precipitado em piridina e analisado por ressonância magnética 

nuclear e por espectrometria de massas com ionização elétron spray (EM-IES).  A interpretação 

dos espectros de RMN 1H, 13C e a comparação com dados da literatura demonstraram que se 
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travam de duas saponinas com esqueleto do tipo furostânico. O carbono 22, quaternário 

duplamente oxigenado, com deslocamento químico próximo a 109 ppm, caracteriza o sistema 

espiro com os anéis furano e pirano na estrutura, nesta região foi observada a presença de dois 

sinais 110,26 e 109,79 ppm (Espectro 3, Página 30). 

Com a presença de dois valores para C-22 foi investigado então o comportamento do 

centro quiral 25 que, dependendo da sua estereoquímica, provocaria diferenças de 

deslocamento químico dos carbonos do anel furostânico. A aglicona pode ser classificada como 

diosgenina (25-R) ou yamogenina (25-S), a definição depende da posição da metila C-27, 

equatorial (25-R) ou axial (25-S). A posição da metila provoca uma variação no deslocamento 

químico do C-25, uma diferença em torno de 2 ppm, quando a metila está em equatorial 

observa-se C 31,10 para C-25 e quando a metila está em axial C 28,03 para o mesmo carbono 

(PIRES et al., 2002 e ESPEJO et al., 1982).  

O comportamento do C-23 e seus respectivos hidrogênios também é afetado pela 

posição da metila 27. O efeito gama de proteção que a metila C-27 axial exerce sobre o carbono 

23 faz com que o seu deslocamento químico seja menor, C 26,88 e os hidrogênios 

diasterotópicos absorvem em H 1,45 e 1,92; enquanto que, quando a metila 27 está em 

equatorial, observa-se C em 30,66 e os hidrogênios diasterotópicos absorvem em  H 1,88 e 

2,07. Mediante esta análise e a comparação dos dados obtidos na literatura (PIRES et al., 2002 

e ESPEJO et al., 1982), concluímos que existem duas saponinas furostânicas com a 

diferenciação no centro quiral C-25. Os carbonos com deslocamento químico específico para 

cada aglicona foram assinalados nos espectros com letras entre parênteses, para 1 (D) e para 2 

(C). 

As unidades de açúcar presentes na saponina foram propostas com a análise do espectro 

de RMN 13C que permitiu a indicação de três unidades cujos deslocamentos em 100,77; 102,57 

e 103,40 ppm correspondem aos carbonos anoméricos de cada um. O primeiro açúcar ligado é 

uma glicose, ligada ao C-3 da aglicona. Observou-se facilmente o acoplamento a longa 

distância entre o H-3 e o carbono anomérico C-1’ (100,77 ppm) no experimento HMBC 

(Espectro 10, Página 35).  

Os outros dois açúcares são ramnoses e estão conectados diretamente a glicose nas 

posições C-2’ e C-4’. A presença de quatro carbonos metínicos com deslocamento entorno de 

78 ppm demonstram que houve variação nos deslocamentos químicos de C-2’ e C-4’, 

caracterizando a substituição na glicose. Sem a substituição a glicose apresentaria dois carbonos 

com deslocamentos δCH 78,8 (C-3’) e δCH 78,7 (C-5’). Quando substituídos por ramnoses os 

valores dos carbonos C-2’ e C-4’ apresentam-se com maiores valores de deslocamento químico 

variando de δCH 75,5 para δCH 78,32 (C-2’) e δCH 71.8 para δCH 79,03 (C-4’). As interações no 

mapa de contorno HMBC onde apontam o acoplamento dos hidrogênios do carbono anomérico 

H-1’’ e o carbono C-2’, H-1’’’ e o carbono C-4’ (espectro 11). Esses dados justificam a 

substituição em C-2 e C-4. 

 A interpretação de RMN 1H e 13C (espectros 1 a 5) e 2D-HMBC (espectro 9 a 11) 

permitiram fazer a completa atribuição dos valores de RMN 1H e 13C das substâncias 1 e 2 

apresentados na Tabela 5 (Página 27).  

Os resultados obtidos confirmam que a saponina em questão corresponde a 3-O-β-D-

glicopiranosil-[(4’-1’’’)-O-α-L-ramnopiranosi-(2’-1’’)-O-α-L-ramnopiranosil]-25(R)- 



26 
 

espirosta-5-eno (Dioscina, 1) e 3-O-β-D-glicopiranosil-[(4’-1’’’)-O-α-L-ramnopiranosi-(2’-

1’’)-O-α-L-ramnopiranosil]-25(S)- espirosta-5-eno (Collettinsídeo III, 2). As saponinas 1 e 2 

foram encontradas na B. decumbens (PIRES et al., 2002) e a saponina 1 em U. humidicola 

(OLIVEIRA et al., 2017). 

O espectro de massas de alta resolução da substância (Espectro 12, Página 36), feito 

em modo positivo, apresenta íons em m/z 869,4952 [M+H]+, 723,4363[(M+H)- 146]+, 577,3753 

[(M+H)-146-146]+, 415,3194[(M+H)-146-146-162]+, 146 e 162 correspondem a massa perdida 

após a eliminação de ramnose e glicose, respectivamente O pico com m/z 869,4952 [M+H]+ é 

compatível com a fórmula molecular C45H73O16 (cal. 869,4898). Os demais valores de m/z 

justificam a presença das três unidades de açúcar, duas ramnoses e uma glicose Esquema 1 

(Página 36).  
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Tabela 5. Dados de RMN 1H e 13C das substâncias 1 e 2 e comparação com os dados da Dioscina e Collettinsideo III (PIRES et al., 2002; 

ESPEJO et al., 1982). 

 
Dioscina 

(1) 
 

Espejo 

( 25 = R) 
J2 J3  Collettinsídeo III    

Pires 

(25=S) 

 C H δC    C H J2 J3 δC 

1 38,0 1,00; 1,75 37,4   1 38,00 1,00; 1,75   37,6 

2 29,76 1,47 32,2   2 29,76 1,47   30,3 

3 78,56 3,89 (m) 78,4  1’ 3 78,56 3,89   78,1 

4 39,46 2,81; 27,9 38,5 3; 5 2; 6; 10 4 39,46 2,81; 27,9   39,1 

5 141,29 - 140,4   5 141,29 -   140,9 

6 122,33 5,32 (sl) 122,5   6 122,33 5,32 (sl)   121,9 

7 32,32 1,68 32,2   7 32,32 1,68   32,4 

8 31,10 1,52 31,7   8 31,10 1,52   31,8 

9 50,78 0,90 50,3   9 50,78 0,90   50,4 

10 37,64 - 37,1   10 37,64 -   37,2 

11 21,60 1,48 21,5   11 21,60 1,48   21,2 

12 40,35 1,10 ; 1,70 39,9   12 40,35 1,10 ; 1,70   39,9 
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13 40,93 - 40,5   13 40,93 -   40,5 

14 57,12 1,064 56,6   14 57,12 1,064   56,7 

15 32,69 1,88; 2,03 31,7   15 32,81 1,88; 2,03   32,3 

16 81,69 4,50 81,1   16 81,61 4,50   81,2 

17 63,18 1,80 62,9   17 63,36 1,80   63,0 

18 16,85 0,83 (s) 16,4 12; 17 14; 18 16,80 1,08 (s)   16,4 

19 19,92 1,06 (s) 19,4 10 9; 5 19 19,92 1,06 (s)   19,5 

20 42,95 1,91 42,0   20 42,47 1,97   42,5 

21 15,56 1,16 (d; 7Hz) 15,0 20; 22 17 21 15,40 1,16 (d; 7Hz)   15,0 

22 110,26 - 109,3   22 109,79 -   109,4 

23 30,66 1,88 ; 2,07 29,9   23 26,88 1,45 ; 1,92   26,5 

24 29,76 1,59 29,3   24 26,69 2,16 ; 1,38   26,3 

25 31,10  30,6   25 28,03    27,6 

26 65,58 3,51; 3,58 66,9  
22; 24; 

27 
26 67,37 3,36; 4,05 25  65,2 

27 17,84 0,71 (d; 5Hz) 17,3 25 26 27 17,84 0,71 (d; 5Hz) 25 26 15,2 

gli      gli      

1’ 100,77 4,95 102,9  3 1’ 103,40 4,95   100,4 

2’ 78,43 4,23 78,8   2’ 78,43 4,23   77,9 

3’ 78,32 4,23 76,9   3’ 78,32 4,23   78,2 

4’ 79,03 4,39 78,1   4’ 79,03 4,39   78,6 

5’ 77,42 3,66 (d; 9Hz) 77,9   5’ 77,42 3,66 (d; 9Hz)   77,0 

6’ 61,77  61,3   6’ 61,77    61,3 

ram      ram      

1’’ 102,57 5,88 (s) 100,3 2’’ 5’’; 2’ 1’’ 100,77 5,88 (s)   102,1 

2’’ 73,05 4,71 s 72,5   2’’ 73,05 4,71 s   72,6 

3’’ 73,05  72,7   3’’ 73,05    72,7 

4’’ 74,60 4,39 73,9   4’’ 74,60 4,39   74,2 
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5’’ 70,91 
3,66 (d; 

9,5Hz) 
69,6   5’’ 70,91 

3,66 (d; 

9,5Hz) 
  69,6 

6’’ 19,02 1,66 (d; 6Hz) 18,5 5’’ 4’’ 6’’ 19,02 1,66 (d; 6Hz)   18,8 

ram      ram      

1’’’ 103,40 6,42 (s) 102,0 2’’’ 5’’’; 2’ 1’’’ 102,57 6,42 (s)   103 

2’’’ 73,33 4,86 74,1   2’’’ 73,33 4,86   72,9 

3’’’ 73,23 4,39 72,8   3’’’ 73,23 4,39   72,8 

4’’’ 74,40 4,39 73,7   4’’’ 74,40 4,39   74,0 

5’’’ 70,04 4,97 (m) 70,4   5’’’ 70,04 4,97 (m)   70,5 

6’’’ 19,17 1,80 (d; 6Hz) 18,6 5’’’ 4’’ 6’’’ 19,17 1,80 (d; 6Hz)   18,6 
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Espectro 1.  Expansão do espectro RMN 1H (500 MHz; Piridina-d5) substâncias 1 e 2. 

 

Espectro 2. Expansão do espectro RMN 1H (Piridina, 500 MHz) substâncias 1 e 2. 

 

Espectro 3. Expansão do espectro RMN 13C-DEPTQ (125MHz; Piridina-d5) das substâncias 

1 e 2. 
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Espectro 4. Expansão do espectro RMN 13C-DEPTQ (125MHz; Piridina-d5) das substâncias 1 

e 2. 

 

 

Espectro 5. Expansão do espectro RMN 13C-DEPTQ (125MHz; Piridina-d5) das substâncias 1 

e 2. 
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Espectro 6. Expansão do mapa de contorno HSQC (500/ 125 MHz, Piridina-d5) das 

substâncias 1 e 2. 

 

Espectro 7. Expansão do mapa de contorno HSQC (500/ 125 MHz, piridina-d5) das 

substâncias 1 e 2. 
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Espectro 8. Expansão do mapa de contorno HSQC (500/ 125 MHz, piridina-d5) das 

substâncias 1 e 2. 
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1: J2 H-27/C-25 ; 2: J3 H-27/C-26; 3: J2 H-18 (D)/C-12; 4: J3 H-18(D)/ C-14; 5:J2: H-18(D)/C-17; 6: J2 H-19/ C10; 

7: J3 H-19/C-9; 8: J3 H-19/C-5 ; 9: J2 H-21 (C)/C-20; 10: J3 H-21 (C)/C-17; 11: J2 H-21 (C)/C-22; 12: J2 H-6’’’/C-

5’’’; 13: J3 H-6’’’/C-4’’’; 14: J2 H-6’’/C-5’’; 15: J3 H-6’’/C-4’’.  

Espectro 9. Expansão do mapa de contorno HMBC (500/ 125 MHz, Piridina-d5) das 

substâncias 1 e 2. 

 



35 
 

 

Espectro 10. Expansão do mapa de contorno HMBC (500/ 125 MHz, Piridina-d5) das 

substâncias 1 e 2.

 

Espectro 11. Expansão do mapa de contorno HMBC (500/ 125 MHz, Piridina-d5) das 

substâncias 1 e 2. 
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Espectro 12.  EM-IES, modo positivo, [M+H]+ da substância 1 e 2. 

 

Esquema 1. Proposta de fragmentação de massas das substâncias 1 e 2.  

3.5.1.2. Identificação das substâncias 3 e 4 

O grupo de frações 53-55 (0,9128 g), apresentou um precipitado de coloração branca 

insolúvel em diclorometano que, então, foi submetido a análise de RMN 1H e 13C, em piridina. 

A interpretação dos dados levou a identificação das saponinas esteroidal dioscina (1) 

previamente identificada em Urochloa humidicola (OLIVEIRA et al., 2017), e collettinsídeo 

III (2). A parte solúvel foi purificada, conforme descrito no item 3.4.8.1.2. (Página 19), a fração 
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24 foi analisada por RMN 1H e 13C, sendo possível identificar a mistura de esteroides 

glicosilados, 3-O-β-D-glicopiranosil-sitosterol (3) e 3-O-β-D-glicopiranosil-estigmasterol (4), 

os dados obtidos foram comparados com a literatura (BILIA et al., 1996 e 

PRACHAYASITTIKUL et al., 2009). 

A fração foi analisada por RMN 1H e 13C. No espectro de RMN 1H (Espectro 13, 

Página 38) observou-se a presença de singletos em H 0,66 a 0,99 provenientes dos grupos 

metilas, sinais dos hidrogênios de açúcar H 5,09 (m, H-1’), identificado através da análise do 

experimento de HSQC (espectro 16); H 4,32 (m, H-3’ e H-4’); H 4,58 (m, H-5’) e H 4,45 e 

5,36 referentes aos hidrogênios diasterotópicos do C-6’.Na expansão do espectro de RMN 13C 

(espectro 15), em campo baixo, verificou-se a presença dos sinais C 139,39 para C-22 (4) e 

130,00 para C-23 (4), 141,45 para C-5 e 122,48 para C-6; em C 103,11 sinal de C-1’, carbono 

anomérico. Ainda no espectro 15, temos os valos C 79,15 e 79,05 que correspondem aos 

carbonos oxigenados C-3, C 78,5 para C-5’, 75,89 para C-5’, 72,23 para C-4’ e 63,36 para C-

6’. As demais atribuições dos respectivos carbonos encontram-se no espectro 14. Os valores de 

deslocamento de carbono encontram-se listados na Tabela 6. 

 
Tabela 6. Dados de RMN 13C das substâncias 3 e 4 e comparação com a literatura para 3-O-β-

D-glicopiranosil-sitosterol e 3-O-β-D-glicopiranosil-estigmasterol (BILIA et al., 1996/ 

PRACHAYASITTIKUL et al., 2009). 

 

Substâncias 

3 / 4 

(pidirina-d5) 

3-O-β-D-glicopiranosil-sitosterol/ 

3-O-β-D-glicopiranosil-estigmasterol 

 δC δC 

1 38,02 37,6 

2 30,80 30,3 

3 79.15 79,7 

4 39,88 39,4 

5 141,06 141,0 

6 122,08 123,8 

7 32,70 32,3 

8 30,59 32,1 

9 50,88 50,5 

10 37,47 37,0 
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11 21,82 21,4 

12 40,05 40,0 

13 43,02 42,7 

14 57,37 57,0 

15 25,06 24,6 

16 29,10 28,7 

17 56,78 56,4 

18 12,52 12,1 

19 19,75 19,4 

20 36,94 36,5 

21 20,53 20.93 

22 34,35/ 139,39 34,3/138,11 

23 26,91/ 130,00 26,4/ 129,05 

24 46,57 46,1 

25 29,99 29,5 

26 19,56 19,3 

27 19,97 20,1 

28 23,94 23,4 

29 12,71 12,2 

glicosídeo   

1’ 103,11 102,0 

2’ 75,89 75,2 

3’ 79,05 78,1 

4’ 72,23 71,8 

5' 78,65 77,9 

6 63,36 63,7 

 

 

 

Espectro 13. RMN 1H (500 MHz; Piridina-d5;) das substâncias 3 e 4. 
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Espectro 14. Expansão do RMN 13C - DEPTQ (125 MHz; Piridina-d5;) das substâncias 3 e 4. 

 

Espectro 15. Expansão do RMN 13C- DEPTQ (125 MHz, Piridina-d5;) das substâncias 3 e 4. 
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Espectro 16. Experimento HSCQ (500/125 MHz; Piridina-d5) da mistura de substâncias 3 e 

4. 

 

3.5.2. Identificação da substância 5 isolada de URMH2O-D 

A substância 5, apresentou-se como um cristal em formato de agulhas de coloração 

amarela, foi identificada pela interpretação de espectro de RMN 1H e 13C. No espectro de RMN 
1H (espectro 17) observaram-se os sinais na região δH 8,0 e 6,0 valores característicos de 

hidrogênio de sistema aromático compatíveis com um flavonóide. Os sinais em δH 7,40 (s, 2H) 

referentes aos hidrogênios 2’ e 6’, os sinais revelam a simetria entre os substituintes do anel B 

pois não houve acoplamento entre os estes hidrogênios, sinais em δH 6,27 (d, 2,2 Hz) e 6,57 

ppm (d, 2,2 Hz) foram atribuídos aos hidrogênios 6 e 8, respectivamente, o valor da constante 

de acoplamento revela o acoplamento meta desses hidrogênios; o singleto δH 6,75 foi atribuído 

ao H-3. O singleto em δH 3,98 (6H) é referente às metoxilas que estão ligadas a C-3’ e 5’, as 

interações foram observadas no experimento de HMBC (espectro 20). Esses valores obtidos 

nos espectros da substância 5 estão apresentados na Tabela 4 e a comparação com os dados 

obtidos da tricina (ZIELINSKA et al., 2008). 

O espectro de massas de alta resolução da substância 5 (espectro 21), feito em modo 

negativo, apresenta picos em m/z 329,0623 [M-H]-, 314,0402 [(M-H)-15]-, 299,0185[ (M-H)-

30]-, 271,0224 [(M-H)-30-28]-.O pico em m/z 329,0623 [M-H]- é compatível com a fórmula 

molecular C17H13O7 (cal. 329,0667). As justificativas para os principais picos estão descritas 

no Esquema 2. 
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Tabela 7.  Dados de RMN 1H e 13C das substâncias 5 em comparação com valores da 

literatura para a Tricina (ZIELINSKA et al., 2008). 

 Substância 5 

(C3D6O) 

Tricina 

(piridina-d5) 

 δC δH J2 J3 δC 

2 164,12 -   164,07 

3 104,63 6,73(s) 2;4 10; 1’ 103,56 

4 182,19 -   181,74 

5 158,79 -   157,30 

6 99,70 6,25(s)  8; 10 98,79 

7 162,96 -   163,61 

8 94,94 6,55(s) 9 6 94,14 

9 165,25 -   161,37 

10 105,08 -   103,72 

1’ 122,30 -   120,41 

2’ 105,08 7,37(s) 1’;3’;5’ 2; 4’;3 104,42 

3’ 149,06 -   148,18 

4’ 140,63 -   139,88 

5’ 149,06 -   148,18 

6’ 105,08 7,37(s)   104,42 

OCH3 56.87 3,96(s)  3’,5’ 56,36 

 

 Espectro 17. RMN 1H (C3D6O; 400 MHz) da substância 5. 
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Espectro 18. RMN 13C - DEPTQ (C3D6O, 100 MHz) da substância 5. 

 

 

Espectro 19. Mapa de contorno HSQC (400/ 100 MHz) da substância 5. 
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2Espectro 20. Mapa de contorno HMBC (400/ 100 MHz) da substância 5. 

 

 

Espectro 21. EM-IES [M-H]- da substância 5, Tricina. 
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Esquema 2. Proposta de fragmentação para justificar os principais picos apresentados no 

EM-IES, [M-H+]- da substância 5. 

3.5.3. Identificação das substâncias 6, 7 e 8 identificadas de URMH2O-A 

 

A identificação das substâncias 6, 7 e 8 (0,0104), foram identificadas em mistura seu 

aspecto foi um sólido amorfo de colocaração creme, foi realizada por interpretações de 

espectros de RMN 1H (Espectro 22 e 23, Páginas 46 e 47) e 13C (Espectro 24, Página 47), 

experimentos bidimensionais COSY (Espectro 25, página 48), HSQC (Espectro 26, Página 

49) e HMBC (Espectros 27 e 28, Páginas 49 e 50). Os dupletos de 16 Hz, δH 7,61 e 6,28 

correspondem a ligação dupla em trans, hidrogênios 7 e 8, respectivamente, da substância 7. 

Os dupletos com 8.5 Hz, δH 7,43 e 6,79 foram atribuídos aos hidrogênios 2;6 e 3;5 da substância 

7, enquanto os dupletos δH 7,88 e δH 6,84 correspondem aos hidrogênios 2;6 e 3;5 da substância 

8, as interações homonucleares entre esses hidrogênios são observadas no experimento 1Hx1H-

COSY. A identificação da substância 6 foi feita com identificação do sinal δH 7,56 referente ao 

hidrogênio 2, além dos dois dupletos de 8,5 Hz, δH 6,82 e 7,56 ,  referentes aos hidrogênios 5 e 

6. O espectro de HSQC revela as interações a uma ligação entre carbonos e seus respectivos 

hidrogênios, fator que contribuiu a adequada atribuição dos valores de deslocamento dos 

carbonos de cada substância. A diferença na intensidade dos sinais permite sugerir a mistura 

das mesmas. 

O padrão de substituição AA’BB’ é observado nas substâncias 7 e 8, a constante de 

acoplamento entre os sinais é a mesma (8,5Hz), com isso, além do espectro 1D, foi necessária 

para a correta atribuição de cada dupleto a análise do experimento COSY que demostra a 

interação entre hidrogênios vizinhos (Espectro 25, Página 48). As correlações a longa distância 

podem ser observadas nos experimentos de HMBC (Espectro 27 e 28, Páginas 49 e 50), os 

dados coletados estão listados nas próximas três tabelas.  O resultado das análises de RMN 1H 

e 13C puderam confirmar, nessa fração, a existência do ácido 4-hidroxi-3-metoxi-benzóico (6), 

do ácido trans-4-hidroxicinâmico (7), ácido p-hidroxi-benzóico (8), além da comparação com 

os valores da literatura propostos por Wang (2011) (7) e Pouchert & Behnke (1993) (6 e 8). 
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Tabela 8. Dados de RMN da substância 6 e comparação com os dados do ácido -3-hidroxi-4-

metoxi-benzóico (POUCHERT & BEHNKE, 1993) 

Substância 6 

(MeOD) 

Ácido 3-hidroxi-4-

metoxi-benzóico 

(DMSO-d6) 

 δC δH J2 J3 δC 

1  -   121,74 

2 113,76 7,56 (s)   112,62 

3 148,6 -   147,02 

4 152,52 -   150,95 

5 113,76 6,82 (d; 8,5 Hz)   114,84 

6 125,21 7,56 (d; 8.5 Hz)  2 123,56 

7 166,03 -   167,46 

OCH3 56,36 3,83 (s)  3 55,55 

 

Tabela 9. Dados de RMN 1H e 13C da substância 7 e comparação com os dados de ácido trans-

4-hidroxi-cinâmico (WANG et al., 2001). 

 
Substância 7 

(MeOD) 

Ácido trans-4-hidroxi-

cinâmico  

(DMSO-d6) 

 δC δH J2 J3 δC 

1 127,28 -   125,18 

2 131,03 7,43 (d; 8,5 Hz) 1 4; 7 129,96 

3 116,78 6,79 (d; 8,5 Hz) 4 1 115,66 

4 161,09 -   159,47 

5 116,78 6,79 (d; 8,5 Hz)   115,66 

6 131,03 7,43 (d; 8,5 Hz)   129,96 

7 146,40 7.61 (d; 16 Hz)  9; 2 e 6 144,07 

8 115,99 6,28 (d; 16 Hz) 9 1 115,24 

9 171,50 -   167,86 
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Tabela 10. Dados de RMN 1H e 13C da substância 8 e comparação com os dados do ácido p-

hidroxi-benzóico (POUCHERT & BEHNKE, 1993). 

Substância 8 

(MeOD) 

Ácido p-hidroxi-

benzóico 

(CDCl3 + DMSO-d6) 

 δC δH J2 J3 δC 

1 121,00 -   121,40 

2 132,97 7,88 (d; 8,5 Hz)   131,46 

3 115,78 6,84 (d; 8,5 Hz)  1 114,96 

4 163,26 -   161,55 

5 115,78 6,84 (d; 8,5 Hz)   131,46 

6 132,97 7,88 (d; 8,5 Hz)  4 131,46 

7 166,03    167,49 

 

 

Espectro 22. RMN 1H (500MHz; MeOD) das substâncias 6, 7 e 8. 
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Espectro 23. Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz; MeOD) das substâncias 6, 7 e 8. 

 

 

Espectro 24. RMN 13C – DEPTQ (125 MHz; MeOD) da substância 6, 7 e 8. 
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Espectro 25. Mapa de contorno COSY (500/ 500 MHz; MeOD) das substâncias 6, 7 e 8. 
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Espectro 26: Mapa de contorno HSQC (500/ 125 MHz; MeOD) das substâncias 6, 7 e 8. 

 

Espectro 27. Mapa de contorno HMBC (500/ 125 MHz; MeOD) das substâncias 6, 7 e 8. 
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Espectro 28. Mapa de contorno HMBC (500/ 125 MHz; MeOD) das substâncias 6, 7 e 8. 

 

 

3.5.4 Estudo por desreplicação das folhas de Urochloa humidicola e Urochloa ruziziensis 

por EM-IES 

Os extratos brutos URMH2O e UHMH2O (representado no cromatograma pela sigla 

BHFMH2O), foram submetidos a análise por CLUE-EM, tanto no modo positivo quanto no 

negativo. A interpretação das substâncias presentes foi feita, sempre que possível, pela seleção 

do pico observado nos dois modos. As Figuras 8 e 9 (Página 51) correspondem a varredura de 

íons totais obtidos do extrato URMH2O no modo positivo e negativo. As Figuras 10 e 11 

(Página 51 e 52) são os cromatogramas obtidos em cada modo de ionização do extrato 

UHMH2O. Observam-se, obviamente, diferenças entre eles, já que cada substância interage de 

maneira diferente em cada modo e que cada análise contou com uma energia de ionização 

diferenciada.   
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Figura 8.  Varredura de íons totais do extrato URMH2O [H2O + 1% AF (A), ACN + 1% AF 

(B), 2-95% de A em 18 min] modo negativo. 

 

Figura 9. Varredura de íons totais do extrato URMH2O [H2O + 1% AF (A), ACN + 1% AF 

(B), 2-95% de A em 18 min], modo positivo. 

 

 

Figura 10. Cromatograma de CLUE-EM do extrato UHMH2O [H2O + 1% AF (A), ACN + 

1% AF (B), 2-95% de A em 18 min], modo negativo. 
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4.38

3.83
4.82
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10.56
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10.37
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52 
 

 

Figura 11. Cromatograma de CLUE-EM do extrato UHMH2O [H2O + 1% AF (A), ACN + 

1% AF (B), 2-95% de A em 18 min], modo positivo. 

 

Os resultados apresentados para as substâncias presentes no extrato URMH2O foram 

obtidos a partir da interpretação dos espectros de massas em modo negativo, este modo foi 

selecionado pois as substâncias produziram fragmentos melhor justificáveis. Enquanto as 

substâncias presentes no extrato UHMH2O foram justificadas a partir dos espectros de massas 

obtidos via modo positivo, os fragmentos obtidos nos conduziram a melhor identificação das 

substâncias.  

Nas Tabelas 11 e 12 (Páginas 52 e 53) são apresentadas as substâncias identificadas, 

sua massa de alta resolução detectada, a calculada, fórmula molecular, os fragmentos de maior 

relevância para a identificação da molécula, nome, e a referência onde comparamos os 

fragmentos das moléculas já conhecidas na literatura. 

Justificando os dados apresentados nas tabelas de identificação, os espectros de massas 

(espectros pertencentes a URMH2O; espectros pertencentes a UHMH2O) e a proposta de 

fragmentação para cada substância identificada, ordenadas de acordo com seu tempo de 

retenção, estão apresentados após a tabela nos itens 3.5.4.1. e 3.5.4.2.  
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Tabela 11. Substâncias identificadas via desreplicação do extrato hidrometanólico de Urochloa ruziziensis. 

Nº tR 
m/z 

Observado 

m/z 

Calculado 
Íons Diagnósticos (%) 

Fórmula 

Molecular 
Substância Referência 

9 3,45 579,1333 [M-H]- 579,1355 

579.1393 (100); 489.1146 

(11); 459.0981 (15); 

399.0822 (8) 

C26H28O15 Carlinosideo 
Perez et al., 

2016 

10 3,67 563,1352 [M-H]- 563,1406 

563,1385 (100); 473,0986 

(10); 443,1038 (10); 

353,0704 (5) 

C26H28O14 Schaftosideo 
Perez et al., 

2016 

11 3.71 563.1352 [M-H]- 563,1406 
563,1352(100); 473.1109 

(10); 443.1099 (10); 

353.0689 (10) 

C26H28O14 Isoschaftosideo 
Colombo et al., 

2008 

12 4,70 637.1790 [M-H]- 637,1774 

637,1790 (100); 607,1752 

(40 ); 577,1614 (18); 

503,1469 (4); 329,0710 

(12); 299,0588 (6) 

C29H34O16 
Ombuina 3-O-

rutinosideo 

Perez et al., 

2016 

13 5,79 
1093,5508 

[M+HCOOH – H]- 
1093,5431 

1093,5508 (15); 

1047,5400 (100); 

901,4771 (2,5 ) 

C51H84O22 Protodioscina 
Perez et al., 

2016 

14 6.73 329.0682 [M-H]- 329,0637 

329.0624 (100); 314.0375 

(52); 299.0172 (68); 

271.0135 (14) 

C17H14O7 Ombuina/ Tricina  

15 9,03 
929,4756 

[M+HCOOH – H]- 
929,4752 

929,4756 (22); 883,4715 

(100); 737,4147 (7,5); 

591,2686 (2,4); 

C45H72O17 

Penogenina-3- O- β-D-

glicopiranosil-[(2-1)-O-

α-L-ramnopiranosil-(4- 

1)-O-α-L-

ramnopiranosil 

Oliveira et al., 

2017. 

16 10,88 
913,4753 

[M+HCOOH –H]- 
913,4802 

913,4776 (30); 867,4618 

(100); 721,4085 (5); 

575,1081 (2,5) 

C45H72O16 Dioscina 
Oliveira et al., 

2017. 
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Tabela 12. Substâncias identificadas via desreplicação do extrato hidrometanólico de Urochloa humidicola. 

Nº tR 
m/z 

Observado 

m/z 

Calculado 
Íons Diagnósticos (%) 

Fórmula 

Molecular 
Substância Referência 

17 3,97 757,2247 757,2186 
757.2247; 611,1616 (6); 

465,0973 (6); 303,0464 (100) 
C33H40O20 

Tricetina 4’-O-β-D-glicosil-

[(2-O-1)-α-ramnosil-(1-O-

1)-α-ramnosil]  

* 

 4,57 579,1714  

579,1711 (7); 479,0870 (10); 

433,1125 (22); 303,0461 (100); 

287,0543 (45) 

 Tricetina +276*  

18 4,86 625,1799 625,1763 
625.1799(7); 479.1095 (7); 

317,0646 (100); 303,0502 (31) 
C28H32O16 

Tricetina-7-metil-eter- 3’-O-

β-D-glicosil-5’-O-α-L-

raminosideo  

Sharaf et 

al., 1999. 

19 5,97 1193,6204 1193,5950 

1193,6204 (100); 1031,5718 

(7); 885,4999 (25); 739,4366 

(15); 577,3762 (25); 415,3221 

(7) 

C57H92O26 

3-O-b-D-glicopiranosil-[(2-

O-1)-a-L-ramnopiranosil]-

(4-O-1)-b-D-glicopiranosil-

(4-O-1)-a-L-ramnopiranosil-

(4-O-1)-b-D-glicopiranosil- 

espirosta-5-eno 

Ohtsuki et 

al., 2006 

20 8,86 1047,5490 1047,5371 

1047,5490 (7); 1029,5487 (14); 

885,4825 (14) 867,4838 (7); 

739.4399 (11); 721,4272 (64); 

575,3643 (85); 431,3171 (21); 

413,3055 (100); 395,2932 (42); 

C51H82O22 Solanigrosideo H 
Zhou et al., 

2006. 

21 10,57 1031,5571 1031,5421 

1031,5571 (12); 869,5073 (17); 

723,4396 (100); 577,3805 (65); 

415,3222 (87); 397,3102 (62); 

271,2071 (45) 

C51H83O21
+ Parifillina A 

Man et al., 

2009. 

* Proposta de substância inédita. 
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3.5.4.1. Espectros de Massas e justificativas para cada substância identificada no extrato 

URMH2O 

 

Espectro 29. EM-IES [M-H]- da substância 9. 
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Esquema 3. Proposta de fragmentação para justificar os principais picos apresentados no 

EM-IES, [M-H]- da substância 9 (URMH2O). 
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Espectro 30. EM-IES [M-H]- da substância 10. 

 

 

Esquema 4. Proposta de fragmentação para justificar os principais picos apresentados no EM-

IES, [M-H]- da substância 10 (URMH2O). 

 

 

Espectro 31. EM-IES [M-H]- da substância 11. 
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Esquema 5. Proposta de fragmentação para justificar os principais picos apresentados no 

EM-IES, [M-H]- da substância 11 (URMH2O). 

 

 

Espectro 32. EM-IES [M-H]- da substância 12. 

 

Esquema 6. Proposta de fragmentação para justificar os principais picos apresentados no EM-

IES, [M-H]- da substância 12 (URMH2O). 
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Espectro 33. EM-IES [M-H]- da substância 13. 

 

Esquema 7. Proposta de fragmentação para justificar os principais picos apresentados no EM-

IES, [M-H]- da substância 13 (URMH2O). 

 

 

Espectro 34. EM-IES [M-H]- da substância 14. 
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Esquema 8. Proposta de fragmentação para justificar os principais picos apresentados no EM-

IES, [M-H]- da substância 14 (URMH2O). 

Observação: Os íons (m/z 1047,5547; 899,4857; 739,4271) detectados no espectro 34 (Página 

58) são típicos de saponina, entretanto não foi possível identificar qual a substância 

correspondente. Destaca-se um típico caso de co-eluição de substância, já que podemos 

identificar dois grupos de íons correlacionados entre si.   

 

 

Espectro 35. EM-IES [M-H]- da substância 15. 
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Esquema 9. Proposta de fragmentação para justificar os principais picos apresentados no EM-

IES, [M-H]- da substância 15 (URMH2O). 

 

 

Espectro 36. EM-IES [M-H]- da substância 16. 
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Esquema 10. Proposta de fragmentação para justificar os principais picos apresentados no 

EM-IES, [M-H]- da substância 16 (URMH2O). 

 

3.5.4.2. Espectros de Massas e justificativas para as substâncias identificadas no extrato 

UHMH2O 

 

 

Espectro 37. EM-IES [M+H]+ da substância 17. 
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Esquema 11. Proposta de fragmentação para justificar os principais picos apresentados no EM-

IES, [M+H]+ da substância 17 (UHMH2O). 

 

 

Espectro 38. EM-IES [M+H]+ da substância com tr 4,579 (UHMH2O). 

+ 276,125 

Neste espectro de massas destaco a presença do íon de massa 303,0499, condizente com 

o esqueleto básico da flavona tricetina acrescida de um próton. Na busca pela molécula 

correspondente à massa observada (579,1711), não foi identificada uma molécula que 
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correspondesse a massa total observa, por isso indicamos a possibilidade de ser a 

[tricetina+276,125].  

 

Espectro 39: EM-IES [M+H]+ da substância 18. 

 

Esquema 12. Proposta de fragmentação para justificar os principais picos apresentados no 

EM-IES, [M+H]+ da substância 18 (UHMH2O). 

 

Espectro 40. EM-IES [M+H]+ da substância 19. 
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Esquema 13. Proposta de fragmentação para justificar os principais picos apresentados no 

EM-IES, [M+H]+ da substância 19 (UHMH2O). 

 

 

Espectro 41. EM-IES [M+H]+ da substância 20. 
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Esquema 14. Proposta de fragmentação para justificar os principais picos apresentados no EM-

IES, [M+H]+ com a manutenção da hidroxila em C-17, da substância 20 (UHMH2O). 

 

Esquema 15. Proposta de fragmentação para justificar os principais picos apresentados no EM-

IES, [M+H]+, a partir da eliminação de água em C-17 e C-16, da substância 20 (UHMH2O). 
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Espectro 42. EM-IES [M+H]+ da substância 21. 

 

 

Esquema 16. Proposta de fragmentação para justificar os principais picos apresentados no 

EM-IES, [M+H]+ da substância 21 (UHMH2O). 

 

3.5.4.3. Considerações sobre as substâncias identificadas no extrato URMH2O 

A interpretação dos espectros de massas feitos em modo negativo do extrato 

hidrometanólico de Urochloa ruziziensis nos permitiu a indicar a presença de oito substâncias 

(Figura 12, Página 67). A justificativa é baseada na análise dos espectros de massas de cada 

tempo de retenção destacado, comparando a massa de alta resolução observada com a da 

substância apresentada na literatura, comparando também os fragmentos encontrados com a 

literatura sempre quando disponível.   
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Figura 12. Substâncias identificadas no extrato URMH2O por desreplicação. 

Durante a etapa de preparo da amostra é adicionado ácido fórmico, com intuito de 

facilitar a protonação das substâncias quando analisadas em modo positivo. Esta mesma solução 

é usada na análise em modo negativo e neste caso observamos a formação de adutos nos 

espectros de massas das saponinas indicadas na tabela e também nas propostas de fragmentação.  

Foi confirmada a presença das saponinas 1 e 2, pela comparação do tempo de retenção do 

padrão e proposta de fragmentação de massas, outra saponina furostânica foi identificada, com 

aglicona do tipo penogenina, a 3β- O- β-D-glicopiranosil-[(2-1)-O-α-L-ramnopiranosil-(4-

1)-O-α-L-ramnopiranosil-penogenina (tr = 9,03), não isolada nos processos cromatográfico. 

A substância foi confirmada pela comparação com o tempo de retenção e o espectro do padrão, 

previamente identificada na espécie U. humidicola (OLIVEIRA et al., 2017). A presença da 

saponina protodisciona (TR= 5,79) é uma proposta já que apenas três fragmentos gerados 

condizem com a molécula, mesmo analisando o espectro obtido em energia mais alta de 

ionização.  
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As unidades de açúcar presentes nas saponinas identificadas são sempre do tipo glicose, 

observa-se a eliminação de uma unidade com massa igual a 162, e ramnose, observa-se a 

eliminação de uma unidade de massa igual a 146, esse padrão já havia sido observado nas  

substâncias que foram isoladas por metodologias clássicas de isolamento tanto no trabalho já 

executado com pelo grupo de pesquisa com a espécie U. humidicola  (OLIVEIRA et al., 2017), 

em outras publicações com as espécies U. decumbens e U. brizantha  (PIRES et al., 2002; 

PEREZ et al., 2016), e com as substâncias 1 e 2 apresentadas neste trabalho de tese.  

No trabalho de isolamento realizado com a espécie U. humidicola foram identificados 

flavonoides livres ou C-O glicosilados (OLIVEIRA et al., 2017). Esperava-se o mesmo perfil 

para os flavonoides identificados em U. ruziziensis, mantendo o padrão, por isolamento, foi 

identificada a flavona tricina.  Por desreplicação foi possível identificar a ombuina 3-O-

rutinosideo (tR 4,70) e a indicação da aglicona ombuina ou tricina (tR 6,73). Os demais 

flavonoides identificados são C-C glicosilados revelando a diferença entre as espécies. 

Por comparação com os dados obtidos por Perez e colaboradores (2016), através de 

análise em CLUE-AR-QTOF-EM, verificamos que a espécie U. ruziziensis apresenta em 

comum flavonoides C-C glicosilados como carlinosideo (tR 3,45), schafitosideo (tR 3,67), 

presentes também na espécie U. ruziziensis, e isoschafitosideo (tR 3,71) com as espécies U. 

brizantha e U. decumbens. Flavonoides C-C glicosilados não foram isolados por cromatografia 

em nenhuma das espécies trabalhadas.  

 

3.5.4.4. Considerações sobre as substâncias identificadas no extrato UHMH2O 

A interpretação dos espectros de massas feitos em modo positivo do extrato 

hidrometanólico de Urochloa humidicola nos permitiu a indicar a presença de cinco substâncias 

(Figura 13). A justificativa é baseada na análise dos espectros de massas de cada tempo de 

retenção destacado, comparando a massa de alta resolução observada com a respectiva 

substância e seus fragmentos informados na literatura, sempre quando disponíveis.  

 

Figura 13. Substâncias identificadas por desreplicação no extrato hidrometanólico de U. 

humidicola (continua). 
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Figura 13. Continuação. 

As saponinas furostânicas presentes no extrato apresentam-se com dois tipos de 

aglicona, substâncias 3 e 5 do tipo diosgenina (identificável pelo fragmento com m/z = 415 

[M+H]+ observado nos espectros) e substância 4, a versão com hidroxila no carbono 17, 

penogenina (fragmento observado nos espectros com m/z = 431 e, após eliminação de água, o 

íon m/z = 413 [M+H]+) (Figura 14).  

 

 

Figura 14. Agliconas presentes nos extratos de U. humidicola e U. ruziziensis. 

Outro fator observado para as saponinas e os flavonoides, substituídos por unidades 

glicosídicas, é que as unidades de açúcar presentes são sempre do tipo glicose e/ ou ramnose. 

Quanto ao padrão de substituição nas unidades de açúcar das saponinas, comumente observa-

se substituíntes nos carbonos 2 e 4, entretanto na substância 5, Parifillina A, a glicose apresenta-

se substituída em 3 e 4 saindo do formato mais comum observado inclusive nas demais 

saponinas identificadas no extrato UHMH2O e URMH2O. A devida atribuição desse tipo de 

conexão só pode ser feita utilizando outros métodos físicos de análise como a ressonância 

magnética nuclear.  
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Com relação às saponinas identificadas em U. humidicola, todas estão sendo informadas 

pela primeira vez na espécie. A confirmação, para a devida atribuição das conexões entre 

unidades de açúcar e a definição da estereoquímica do centro quiral 25, faz-se necessário o 

isolamento e a análise por RMN já que estas moléculas já foram identificadas previamente, 

possibilitando a comparação com os dados da literatura. 

Foram observadas algumas diferenças entre os flavonoides identificados no extrato 

URMH2O e no UHMH2O. No extrato hidrometanólico de U. humidicola foram detectados 

flavonoides com um único tipo de esqueleto básico, a tricetina (m/z = 303 [M+H]+), enquanto 

que no extrato hidrometanólico de U. ruziziensis foi possível identificar variações nas agliconas, 

foram identificados flavonóis e flavonas.   

 A interpretação dos espectros de massa demonstrou-se uma tarefa complexa, para 

determinados tempos de retenção foi observada a nítida co-eluição de substâncias. Vide o 

Espectro 43, onde o íon de massa 331,0811, característico de flavonas com esqueleto tricina é 

observado, enquanto que os valores m/z 1031.5679; 885.5062; 739,4243; 723.4354; 577,3753 

e 415,3228 são valores que correspondem a uma saponina esteroidal, inclusive já demonstramos 

a proposta de fragmentação justificando esses íons em outros tempos de retenção.  

 

 

Espectro 43. EM-IES [M+H]+ da substância com TR 7,09. 

 

Figura 15. Protonação da tricina, obtenção do íon (100%) do espectro com TR 7,092. 
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3.6. CONSIDERAÇÕES 

Através dos processos cromatográficos descritos na metodologia, e o uso de diferentes 

técnicas espectrométricas de análise de substâncias, foi possível identificar oito constituintes 

presentes nas folhas de Urochloa ruziziensis, sendo que seis delas estão sendo descritas pela 

primeira vez na espécie. Assim como outras espécies do gênero foram identificados ácidos 

orgânicos, saponinas furostânicas, esteroides e um flavonoide.  

A presença de saponinas furostânicas em todas as partições sugere sua alta concentração 

no momento inicial de maturação da espécie U. ruziziensis, devido aos problemas de 

fotosensibilização podemos não recomendar o consumo da espécie no terceiro mês após o 

plantio.   

A técnica desreplicação nos permitiu identificar oito substâncias no extrato URMH2O, 

dentre essas apenas uma foi isolada através das técnicas cromatográficas descritas neste 

trabalho. Enquanto que na análise do extrato UHMH2O, foi possível identificar cinco 

substâncias e, mesmo tendo realizado um trabalho prévio de isolamento e identificação que 

permitiu a identificação de 11 substâncias (OLIVEIRA et al., 2017), por desreplicação foi 

possível identificar 5 diferentes substâncias presentes nesta espécie, dentre elas sugerimos que 

uma seja inédita. A comprovação exige que façamos o isolamento e, através de técnicas 

espectroscópicas, façamos a devida identificação dos deslocamentos químicos e possamos 

definir a localização das unidades de açúcar presente, bem como a definição da esteroquímica 

dos mesmos. 

Os resultados das analises por desreplicação nos permite identificar algumas 

similaridades entre as espécies como o tipo de aglicona encontrada nas saponinas furostânicas, 

penogenina e dioscina, e as unidades de açúcar sempre do tipo ramnose e glicose. As diferenças 

foram detectadas principalmente nos tipos flavonoides presentes em ambas, os padrões de 

substituição das agliconas e a conetividade entre os substituintes glicosilados. A conexão entre 

a aglicona e a unidade de açúcar, no extrato UHMH2O, é do tipo C-O-C, enquanto no extrato 

URMH2O observamos principalmente o padrão de substituição C-C. Outra diferença que 

podemos destacar é que na espécie U. humidicola os açúcares identificados são apenas glicose 

e ramnose, enquanto na U. ruziziensis foi observada também a presença de xilose.  

4. CONTRIBUIÇÃO AO ESTUDO DE Cespedesia spathulata (OCHNACEAE) 

 

4.1. INTRODUÇÃO 

Espécies pertencentes à família Ochnaceae estão distribuídas nas regiões tropicais e 

subtropicais do mundo. Muitas espécies são utilizadas na medicina caseira de países como 

Brasil, Camarões, Nigéria, Congo e Gabão da África (BOUQUET, 1969).  Nesta família 

destacam-se quatro gêneros, Ouratea, Sauvagesia, Luxemburgia e Ochna (TIH et al., 1989; 

MESSANGA et al., 2002; LIKHITWITAYAWUID et al., 2001; TIH et al., 1992; ZAPPI, 

2018). 

O grupo de pesquisa em Química de Produtos Naturais da UFRRJ, sob o comando dos 

professores Dr. Mario Geraldo de Carvalho e Dr. Raimundo Braz Filho, vem desde 1994 
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estudando espécies da família Ochnacea, em especial espécies do gênero Luxemburgia e 

Ouratea. As publicações de autoria do grupo relatam a identificação, elucidação estrutural de 

substâncias isoladas e atividades biológicas de espécies da família Ochnaceae. Dentre as classes 

de metabólitos presente destacam-se os flavonoides e biflavonoides (CARVALHO et al., 2002; 

2005; 2008.a; 2008.b; FIDELIS et al., 2012; 2014; NASCIMENTO et al., 2009; SUZART et 

al., 2007; 2016). Além da investigação com relação a composição fitoquímica de espécies desta 

família o grupo de pesquisa, também se dedica a investigação potenciais biológicos que as 

espécies, através de seus extratos brutos, frações ricas e mesmo substâncias isoladas possam 

apresentar, no parágrafo seguinte são apresentadas algumas publicações contendo atividades 

biológicas de algumas espécies estudadas.   

A capacidade antioxidante, inição das enzimas α-amilase e α-glucosidase foi verificada 

utilizando o extrato metanólico obtido de inflorescência de Ouratea hexasperma (FIDELIS et 

al., 2019). Os biflavonoides obtidos de Ouratea hexasperma e O. ferruginea apresentaram ação 

antinoceciptiva e anti-inflamatória (OLIVEIRA et al., 2019). Flavonoides isolados de O. 

ferruginea também apresetaram ação anticâncer e quimiopreventiva (FIDELIS et al., 2012). As 

partições acetato de etila e n-butanol obtidas do extrato metanólico de folhas de O. hexasperma 

apresentaram ação antifúngica de contra células de Candida albicans (DE ARAÚJO et al., 

2013). Os biflavonoides agathisflavone e 7" -metil-agathisflavone, isolado das folhas de O. 

parviflora apresentaram atividade antiviral (DE ARAÚJO et al., 2011). O biflavonóide 2″, 3″-

diidroochnaflavona, isolado das folhas de Luxemburgia nobilis, apresentou atividade citotóxica 

para carcinoma de Ehrlich murinho, células K562 de leucemia humana e ação inibidora 

enzimática de topoisomerases I e II-α do DNA humano (OLIVEIRA et al., 2005) 

O presente trabalho teve como objetivo incorporar conhecimento sobre a química da 

família Ochnaceae tendo como objeto de pesquisa a espécie Cespedesia spathulata. E assim, 

ao realizar o estudo químico desta espécie identificação de constituintes, como flavonoides, 

biflavonoides, entre outros, avaliar atividades biológicas de extratos e substâncias isoladas e 

fazer considerações sobre aspectos quimiossistemáticos, etnofarmacológicos e biológicos do 

gênero Cespedesia. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Desenvolver o estudo fitoquímico da espécie Cespedesia spathulata; 

 Fazer avaliação do potencial biológico de frações dos extratos obtidos e com as 

substâncias isoladas de folhas de Cespedesia spathulata sobre a enzima tirosinase;  

 Fazer correlação dos constituintes identificados com a classificação botânica da planta; 

4.3 REVISÃO DA LITERATURA 

4.3.1. Família Ochnaceae 

A família Ochnaceae está inserida na ordem Theales (DAHLGREN et al., 1980), possui 

27 gêneros e aproximadamente 600 espécies, com distribuição pantropical (AMARAL 1991). 

De acordo com o Catálogo de Plantas e Fungos do Brasil, existem 14 gêneros, 197 espécies 

(116 endêmicas), 2 subespécies (nenhuma endêmica), 5 variedades (4 endêmicas) no nosso 

país. A família é caracterizada por apresentar folhas simples, alternas, com estípulas; flores 

pentâmeras, dialipétalas, dialissépalas, andróginas, hipóginas; pedicelos articulados; anteras 
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poricidas ou rimosas, estaminódios presentes ou não; gineceu sincárpico; sementes com ou sem 

albúmen. Esta família botânica está no maior grupo das angiospermas (possuem flores e fruto). 

Algumas espécies de Ochnaceae são utilizadas como ornamentais ou medicinais (MONTEIRO, 

1877; CORRÊA, 1984; LORENZI & SOUZA, 2001; LORENZI, 2002a, b; SIMONI et al., 

2002). Apresenta quatro gêneros de grande destaque, são eles o Ouratea, Sauvagesia, 

Luxemburgia e Ochna (TIH et al., 1989; MESSANGA et al., 2002; LIKHITWITAYAWUID 

et al., 2001; TIH et al., 1992; ZAPPI, 2018).  

 O gênero Ouratea Aubl. apresenta uma distribuição neotropical, compreende cerca de 

310 binômios, dos quais 160 são baseados em plantas brasileiras encontradas em florestas, 

cerrados, campos de altitude e restinga. O número de espécies válidas que compreende o gênero 

é indefinido, devido a espécies que podem ser sinonimizadas e ao grande número de espécies 

novas sendo descritas (YAMAMOTO, 1995). Várias espécies deste gênero foram estudadas 

pelo grupo LQPN-UFRRJ com divulgação de diversas substâncias novas, novos derivados e 

detecção de várias atividades biológicas (FIDELIS et al., 2012; 2014; NASCIMENTO et al., 

2009; CARVALHO et al., 2002; 2005; 2008.a; 2008.b)  

O gênero Sauvagesia L. é neotropical e apresenta 40 espécies. No Brasil ocorrem 20 

espécies sendo encontradas principalmente em cerrados, campos de altitude e restinga 

(SASTRE 1997). 

O gênero Luxemburgia é um gênero exclusivamente brasileiro, seus exemplares são em 

geral arbustos com flores amarelas que ocorrem na vegetação de campo rupestre do Brasil, em 

regiões com altitude acima de 1000 metros. Estão distribuídas em Minas Gerais, Bahia (Serra 

do Espinhaço), Goiás, Rio de Janeiro e Espírito Santo (FRAGA & FERES, 2007). Este gênero 

também se destaca pela biossíntese de biflavonoides (CARVALHO et al., 2009), inclusive 

pode-se destacar a proximidade deste gênero ao Ouratea através da avaliação de seus 

constituintes sintetizados (SUZART et al., 2007). 

O gênero Ochna apresenta cerca de 85 espécies de árvores perenes e arbustos, está 

distribuído amplamente pela Ásia tropical, África e América (RENDLE, 1952) onze espécies 

tem ocorrência na Índia (KIRTIKAR & BASU, 1980). 

 

4.3.2 Gênero Cespedesia 

O gênero Cespedesia está inserido na tribo Luxemburgeae, subfamília Ochnoidaea 

(STEVENS, 2001). O gênero foi descrito inicialmente por Goudot (1844) e foi revisado por 

Sastre (1975), que sinonimizou as oito espécies descritas para o gênero com três combinações 

feitas em apenas uma única espécie: Cespedesia spathulata, tornando um gênero 

monoespecífico. As diferenciações observadas que justificavam a existência de outras espécies 

se tratavam de variações na morfologia foliar que, segundo Sastre (1975), eram variações 

possíveis de serem observadas num mesmo indivíduo (CHACON, 2011).  

A espécie Cespedesia spathulata tem distribuição geográfica na região Norte 

(Amazonas, Acre, Pará e Rondênia), região Centro Oeste (Goiás, Mato Grosso) (CHACON, 

2011) e, também, presente em outros países da América do Sul e Central como Equador, 

Nicarágua, Peru, Panamá, Colômbia, Costa Rica e Venezuela (SASTRE, 2003).   
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Cespedesia spathulata pode ser encontrada como árvore ou arbusto, de 2 a 15 metros 

de altura, apresenta ramos glabros. É reconhecida por suas folhas espatuladas (aparentam uma 

forma de espátula ou colher) a obovais, são grandes, coriáceas, alternadas, as margens 

denteadas e inflorescências em panículas terminais com flores amarelas (CHACON, 2011).  

 

Figura 16: Cespedesia spathulata.  

Fonte: http://hasbrouck.asu.edu/neotrop/plantae/imagelib/imgdetails.php?imgid=185626 ; 

https://herbariovaa.org/imagelib/imgdetails.php?imgid=185632  

O extrato etanólico (95%) obtido de Cespedesia macrophilla, foi avaliado in vivo em 

células tumorais de carcinoma de cólon 38, melanoma B16 e leucemia P388 demonstrando seu 

potencial citotóxico (SUFFNESS & ABBOTT, 1988). 

Com relação à composição química da espécie conhece-se a presença de dois 

metabólitos a ochnaflavona e 7’’-O-metil-ochnaflavona que foram identificadas através de 

técnicas espectroscópicas como ressonância magnética nuclear e espectrometria de   massas 

(LOBSTEIN et al., 2004). A identificação do biflavonoide ochnaflavona levou a Lobstein e 

colaboradores (2014) a afirmarem a proximidade da espécie com o gênero Ochna uma vez que 

o biflavonoide é considerado marcador do gênero (RAO et al., 1997; JAYPRAKASAN et al., 

2000) já que foi isolado em diversas espécies do gênero como Ochna pumila, O. obtusata, O. 

beddomei, O. intetegerrima, O. ochna lanceolata, (JAYAKRISHNA et al., 2003; 

LIKHITWITAYAWUID & KAEWAMATAWONG, 2005; REDDY et al., 2008; RAO et al., 

1997; À ZINTCHEN et al., 2007). 

A partir desta data não foram publicados outros trabalhos sobre estudo químico desta 

espécie. Visto a grande diversidade de metabólitos sintetizados pelos demais gêneros e a vasta 

distribuição nacional das espécies pertencentes à família Ochnaceae, selecionamos a espécie 

Cespedesia spathulata para estudo mais aprofundado de sua composição química cujas 

informações poderão contribuir para a confirmação da classificação botânica e/ou a detecção 

de metabolitos com possíveis atividades biológicas. 

4.3.3. Gênero Sauvagesia 

Cladograma é uma ferramenta que demonstra a proximidade entre gêneros pertencentes 

à mesma família. Análise evolutiva das espécies pertencentes à família Ochnaceae (Figura 17, 

https://herbariovaa.org/imagelib/imgdetails.php?imgid=185632
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página 75) revela via cladograma a maior aproximação entre os gêneros Cespedesia e 

Sauvagesia. A Figura 17 demonstra que as três famílias, Ochnaceae, Quiinaceae e 

Medusagynaceae, estão próximas e todas se encontram dentro de um mesmo clado (grupo de 

famílias) maior, Ochnaceae sl. A aproximação entre estes gêneros foi definida através da análise 

genética de 13 genes específicos verificado em cada espécie listada (MATTHEWS et al., 2012). 

 

Figura 17. Cladograma dos gêneros da família Ochnaceae sl (MATTHEWS et al., 2012). 

Sauvagesia é predominantemente neotropical, com exceção da espécie pantropical, S. 

erecta L. (DWYER, 1945). Compreende aproximadamente 40 espécies, sendo 31 brasileira e 

destas 14 são endêmicas do Brasil (CHACON, 2011). O gênero está distribuído pela América 

do Sul, exceto no Chile e na Argentina, ocorrem em campos, cerrados, savanas, restingas e 

raramente em matas. (DWYER, 1945). 

O artigo publicado por Paris e colaboradores (1978) a identificou nas folhas de S. erecta 

quatro flavonas c-glicosiladas vitexina (1), vicentina-2 (2), isoorientina (3) e orientina (4). 

Albuquerque (2012) identificou a presença dos triterpenos sitosterol (5) e estiguimasterol (6), 

lupeol (7), α-amirina (8) e β-amirina (9), ácido ursólico (10), a isoflavona 5,7,4’-

trimetoxisoflavona (11), as saponinas 3-O-β-D-glicopiranosil sitosterol (12) e 3-O-β-D-

glicopiranosil estigmasterol (13), e novamente a flavona vitexina (1). O extrato bruto desta 

mesma espécie apresentou atividade antifúngica avaliada por Kongstad e colaboradores (2014). 

Todas as estruturas estão devidamente representadas na Figura 18 (Página 76). Os 

constituintes isolados desta espécie e de Cespedesia podem ser usados para o entendimento da 

proximidade entre os dois gêneros. 
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Figura 18: Substâncias identificadas no gênero Sauvagesia. 

4.3.4. Tirosinase e a pigmentação de tecidos 

  A tirosinase é uma oxidase multifuncional, glicosilada e contém cobre, que catalisa 

duas primeiras etapas da melanogênese em mamíferos e é responsável por reações enzimáticas 

de escurecimento em frutos danificados durante o manuseio e processamento pós-colheita. A 

melanogênese é o processo que leva à formação de pigmentos macromoleculares escuros, ou 

seja, a melanina. A melanina é formada por uma combinação de reações químicas catalisadas 

enzimaticamente (CHANG et al., 2009). 

A tirosinase catalisa as primeiras etapas da formação da melanina, etapa limitante da 

síntese já que as demais ocorrem de forma espontânea dependendo apenas do pH fisiológico 

(HALABAN et al., 2002). A dopaquinona é convertida em dopa e dopacromo através de uma 

redução. A dopa é também o substrato da tirosinase e é novamente oxidada para a dopaquinona 

pela enzima. Finalmente, a eumelanina é formada através de uma série de reações de oxidação 

do dihidroxiindole (DHI) e do ácido dihidroxiindol-2-carboxílico (DHICA), que são os 

produtos da reação do dopacromo. Na presença de cisteína ou glutationa, a dopaquinona é 

convertida em cisteinildopa ou glutationildep. Subsequentemente, a feomelanina é formada. 

Além da eumelanina e da feomelanina, outras “melaninas” que dependem de monômeros 

fenólicos diferentes da tirosina são denominadas alomelaninas (CHANG et al., 2009). 
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Figura 19. Via biossintética da melanina. TYR, tirosinase; TRP; proteína relacionada com 

tirosinase; dopa, 3,4-di-hidroxifenilalanina; DHICA, ido 5,6-di-hidroxiindole-2-

carboxico; DHI, 5,6-di-hidroxiindole; ICAQ, ácido 5-indol-2-carboxílico-5-quinona; QI, 

indole-5,6-quinona; HBTA, 5-hidroxi-1,4-benzotiazinilalanina (CHANG, 2009). 

 Os inibidores da melanogênese se apresentam com seis diferentes propostas de ação, 

podem atuar reduzindo a o-dopaquinona a dopa, desta forma impedem a continuidade do 

processo, pois não formam dopacromo e melanina, por exemplo, o ácido ascórbico. 

Sequestradores de o-dopaquinona, sua presença retarda a melanogênese até que todo o 

sequestrador seja consumido, retomando assim as taxas originais do processo. Compostos 

fenólicos que competem com a dopa, pela interação com a enzima, evitando a formação de 

dopacromo, este processo não é considerado um mecanismo inibidor. Substâncias que inativam 

a ação da enzima, podem ser ácidos ou bases, que ao desnaturar a enzima inibem sua atividade. 

Há inativadores específicos de tirosinase, também chamado de “substrato suicida”, ao serem 

catalisados pela enzima ocorre uma ligação covalente que não se desfaz, ocorrendo a inativação 

irreversível da enzima. Por fim os inibidores específicos de tirosinase que se ligam de forma 

irreversível a enzima e reduzem sua capacidade catalítica (CHANG, 2009). 

 Dentre as drogas utilizadas no combate a melanogênese destaca-se a classe dos 

polifenóis que são os maiores grupos de inibidores da tirosinase. A principal via de ação 

inibitória desses fenóis é que eles são aceitos pela tirosinase como substrato. E sua ação 

inibitória depende da existência e da posição dos substituintes adicionais (CHANG, 2009). 

Em sua revisão Chang destaca os polifenóis como inibidores de tirosinase. Dentre eles 

estão flavonoides, cujo modo inibitório geralmente está na inibição competitiva para a oxidação 

da L-dopa pela tirosinase e a porção 3-hidroxi-4-ceto da estrutura do flavonol atua como o papel 

chave na quelação do cobre. A Figura 20 (Página 78) mostra as principais flavonas, 

flavanonas, flavanois, isoflavonoides, chalconas e estilbenos que apresentam ação sobre esta 

enzima, alguns ensaios inclusive compararam a ação destas moléculas frente aos principais 

inibidores, o ácido kójico, tropolona e L-minosina (Grupo A).  
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Figura 20. Flavonoides (B-J) que apresentaram atividade análoga aos padrões destacados no 

grupo (A). 
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4.3.5. Relevância do trabalho 

Apesar de a literatura relatar um estudo fitoquímico Cespedesia spathulata, há poucas 

informações sobre a espécie, como demonstrado no tópico anterior. Seu potencial biológico e 

demais metabólitos ainda não foram devidamente explorados, ou ao menos, não relatados na 

literatura. 

A literatura aponta extratos e metabólitos especiais isolados de espécies da família 

Ochnaceae com influência enzimática, como por exemplo, as biflavonas isoladas de Ouratea 

spectabilis com a capacidade de inibir a ação da aldose redutase (FELICIO et al., 1995), 

agatisflavona isolada de Ouratea polyantha apresentando potencial inibitório sobre a enzima 

G-6-pase (BERMÚDEZ et al., 2012). O biflavonoide 2’’,3’’-diidroochnaflavona, isolada de 

Luxemburgia nobilis, demonstrou influência sobre a topoisomerase I e II (PENUMALA et al., 

2017). Os extratos obtidos de Ochna obtusata demonstraram influência sobre a ação das 

acetilcolinesterase, butirilcolinesterase e α-glucosidase (OLIVEIRA et al., 2005). Baseado 

nesses estudos decidiu-se explorar os potencias de influência enzimática dos extratos e 

substâncias isoladas de C. sphatulata sobre a tirosinase.   

No presente trabalho foi possível identificar um biflavonoide, duas flavan-3-ol, duas 

flavonas, uma sequência de metil ésteres, dois esteroides, e um álcool de cadeia longa (Figura 

23, Página 88). A diversidade metabólica apresentada pela espécie revela-a como promissora 

fonte de moléculas bioativas entre as espécies da família Ochnaceae. Justificando-se, assim, a 

realização de estudos químicos e biológicos adicionais para a espécie Cespedesia spathulata  

4.4. PARTE EXPERIMENTAL  

4.4.1. Materiais  

Para o fracionamento cromatográfico em coluna de vidro foi utilizado gel de sílica 60 

(230 - 400 ou 70 – 230 mesh) da Silicycle. Cromatografia por exclusão molecular utilizou-se 

Sephadex LH-20 da Sigma-Aldrich.  

O acompanhamento por CCDA foi feita em cromatoplacas de gel de sílica 60 F256 sobre 

alumínio das marcas Silicycle e Sorbent. Utilizou-se para revelação das cromatoplacas 

irradiação com luz ultravioleta (254-366 nm); revelador químico vanilina sulfúrica [(1g de 

vanilina em solução com 45 mL de água destilada (H2O), 45 mL de etanol (CH3CH2OH) e 10 

mL ácido sulfúrico (H2SO4)] seguido de aquecimento; solução aquosa 10% cloreto de alumínio 

(AlCl3)  e vapores de iodo.  

 

4.4.2. Equipamentos 

Utilizou-se evaporador rotativo Fisaton 801 para concentração dos extratos brutos e 

frações.  

Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear (1D e 2D) foram obtidos em 

espectrômetro Bruker ADVANCE II, 9,4 T (400 MHz para 1H e 100 MHz para 13C), 

espectrômetro de RMN com 11,5 T (500MHz para 1H e 125MHz para 13C), central analítica 

IQ-UFRRJ. Como padrão interno para referência de deslocamento químico foi usado 

tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos químicos (δ) foram obtidos em partes por milhão 

(ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).  

Os cromatogramas e os espectros de massas de baixa resolução foram registrados em 

cromatógrafo com fase gasosa, HP-5880 acoplado a espectrômetro de massas computadorizado 

HP-5897A de analisador de íons quadrupolo e ionização por impacto de elétrons, 70 eV, 

CG/EM Varian Saturn 2000 da UFRRJ.  
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As análises de CLAE foram feitas no equipamento HPLC Shimadzu LC-20AT, CBM-

20A, ICE-UFRRJ, pela colaboração da Prof. ª Dr.ª Rosane Nora Castro. 

Espectros de massas de alta resolução foram obtidos por Cromatografia Líquida de Ultra 

Eficiência acoplada a Espectrometria de Massas de Alta resolução (CLUE/EM-EM), no sistema 

UPLC-ESI-q-TOF (Acquity-Xevo, Waters), coluna Waters Acquity UPLC BEH C 18 (150 mm 

x 2,1cm, 1,7 μm), temperatura de 40 ◦C e fases móveis de 0,1% de ácido fórmico e acetonitrila 

com 0,1% de ácido fórmico, realizada na Embrapa Agroindústria Tropical, Campus do Pici - 

Fortaleza – CE.  

4.4.3. Solventes  

Nos processamentos cromatográficos foram utilizados solventes orgânicos grau 

analítico (P.A.) das empresas Vetec e Neon. Para as análises de RMN 1H e 13C foram utilizados 

solventes deuterados (CDCl3, C5D5N, DMSO-d6, CD3OD) da marca Tedia.  

4.4.4. Softwares 

 O programa ACD/Labs (versão 12.0) e o MestReNova foram utilizados no 

processamento dos espectros obtidos nos experimentos de RMN.  

As estruturas foram desenhadas nos programas ChemWindow ou ChemDraw Ultra 

12.0.  

Os espectros de massas de baixa resolução foram processados no programa GCMS 

Postrun Analysis (Shimadzu).  

As interpretações dos espectros de massas de alta resolução foram feitas com o auxílio 

do software de espectometria de massa MassLynx (Waters). 

4.4.5. Material vegetal, coleta e preparo dos extratos 

As folhas de Cespedesia spathulata foram coletadas em 05 de setembro de 2016 no 

Jardim Botânico do Rio de Janeiro pelo pesquisador Dr. Marcus Nadruz, o registro da espécie 

foi feito no Herbário do Jardim Botânico do Rio de Janeiro, nº RB 777053. O material foi 

submetido à secagem a sombra e então pulverizado em moinho tipo Willey, etapa realizada no 

Instituto de Zootecnia da UFRRJ. Depois de triturado obtiveram-se 1,55 Kg de pó que então 

foram conduzidas ao processo de extração por maceração com hexano e solução 

hidrometanólica 20%. O extrato obtido com hexano rendeu 21,77 g e o hidrometanólico 242,23 

g. 

4.4.6. Partição dos extratos 

Parte do extrato hidrometanólico obtido (149 g) foi conduzido a partição líquido-líquido 

com solventes orgânicos hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol, respectivamente, 

nesta ordem. 149 g de extrato foram suspensas em solução metanólica 70% (350 mL), com 

auxílio de um funil de separação para realizar o processo de partição onde cada solvente, em 

ordem crescente de polaridade, foi utilizado por quatro vezes com um volume de 200 mL. Cada 

porção orgânica extraída foi conduzida a evaporação a pressão reduzida e seus rendimentos 

foram: CSMH2O-Hexano 17 g, CSMH2O-Diclorometano 8,40 g, CSMH2O- Acetato de etila 

26,7 g e CSMH2O-Butanol 22,32 g. O Fluxograma 4 (Página 81) mostra o resumo desse 

procedimento. 
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 Fluxograma 4. Partição do extrato hidrometanólico de Cespedesia spathulata. 

4.4.7. Fracionamento da partição CSMH2O-H 

Separou-se 4,00 g da partição CSMH2O-H (Cespedesia spathulata metanol água- 

hexano), e submeteu-se ao fracionamento por cromatografia em coluna aberta com gel de sílica 

(70 – 230 mesh), utilizando 80,7 g) para o recheio da coluna e 1,57 g de no preparo da pastilha. 

A eluição em gradiente crescente iniciou com hexano, diclorometano, acetato de etila, até 

metanol 100%. Foram coletadas 75 frações de 125 mL cada, que foram concentradas em rota 

evaporador, analisadas em cromatografia em camada delgada analítica (CCDA), e reunidas de 

acordo com suas similaridades, as frações utilizadas para fracionamento posterior estão 

apresentadas na Tabela 13.  

 

Tabela 13. Grupos de frações reunidos a partir do fracionamento da partição CSMH2O-H. 

Frações reunidas Massa (g) Eluente 

10-11 (0,1941 g) C6H14: CH2Cl2 (90:10) 

18-20 (0,4822 g) C6H14: CH2Cl2 (60:40) 

24-26 (0,0929 g) C6H14: CH2Cl2 (40:60) 
 

Após análise do perfil das frações por CCDA os grupos de frações 10-11 (0,1941 g) e 

18-20 (0,4822 g) foram submetidas diretamente a análise com CG-EM, conduzindo à 

identificação de 19 substâncias, enquanto o grupo de frações 24-26 (0,0929 g) foi reconduzido 

a outro processo de fracionamento descrito no item a seguir. O Fluxograma 5 esquematiza o 

CSMH2O

Cespedesia spathulata

(149 g)

Fração Hexano

(17 g)
Resíduo

Fração 
Diclorometano

(8,40 g)

Resíduo

Fração Acetato de 
Etila

(26,7 g)

Resíduo

Resíduo

(74,58 g)

Fração Butanol

(22,32 g)
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fracionamento desta partição e mostra em quais frações foi possível identificar respectivas 

substâncias 1-19. 

  As análises por cromatografia a gás aplicada as frações selecionadas da partição 

CSMH2O-H ocorreram sobre as seguintes condições: o equipamento usado foi o GCMS-

QP2010 Plus (Shimadzu), a coluna HP-5 (30X0.25X0.25), a injeção tipo Split e a temperatura 

da injeção 250 oC, corrida em gradiente de temperatura, iniciando em 60 oC e terminando em 

290 oC; o tempo de análise durou 40 minutos. 

4.4.7.1. Fracionamento de CSMH2O-H 24-26 

O grupo CSMH2O-H-24-26 (0,0787 g) foi fracionado em sephadex LH-20, eluindo com 

diclorometano: metanol (3:7). Coletou-se 23 frações de aproximadamente 10 mL cada, que 

foram analisadas em CCDA, as frações que apresentaram perfil similar foram reunidas 

formando o grupo 14-22 (52 mg). Foi feita uma coluna filtrante do material reunido, eluída com 

mistura de diclorometano e acetato de etila em polaridade crescente. Foram coletadas 24 frações 

e analisadas em CCDA. Obtendo-se 45,1 mg de CSMH2O-H-24/14(18-23) que apresentaram 

perfil similar e foram encaminhadas para analises de RMN1H e 13C, e CG-EM. Nesta amostra 

foram identificadas as substâncias 20 e 21. 

 

 

 

Fluxograma 5. Resumo do fracionamento e identificação das substâncias identificadas em 

CSMH2O-H. 

CSMH2O-H

(4,00 g)

Fr.: 10-11 (0,1941 g) Fr.: 24-26 (0,0787 g)

Fr.: 14-22 (0,057 g) 

Fr.: 22-23 (0,0319 g)

Fr.: 18-20 (0,4822 g)

Substâncias 14 a 19  

(0,4822 g) 
 

Substâncias 1 a 13 

(0,1941 g) 
 

Sephadex LH20 

CH
2
Cl

2
: MeOH (3:7) 

CC: CH
2
Cl

2
: Acetato de etila (30:70) 

Substâncias 20 e 21 

(0,0319 g) 
 

Coluna cromatográfíca (gel de sílica) 
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4.4.7.2. Preparação de tio éter 

A análise por CG-EM da fração CSMH2O-H 10-11 revelou a presença de um éster 

insaturado, cuja definição da posição da ligação dupla foi feita através de uma reação de adição 

à dupla (Figura 21) utilizando o método proposto por Carvalho e colaboradores (2000). Em 

um balão de 50 mL foram adicionados dimetildissulfeto (2,0 mL), a fração contendo o éster 

insaturado (5 mg), um agitador magnético e 0,5 mL de uma solução clara de I2 em 

dimetildissulfeto (3 mL). O balão foi fechado com um septo e purgado com argônio usando 

duas agulhas. Após agitação por 24 horas à temperatura ambiente, a reação foi encerrada. O 

produto foi analisado através de injeção direta no cromatógrafo a gás acoplado com 

espectrômetro de massas (CG-EM). 

 

Figura 21. Reação de derivatização do éster metílico insaturado (Z) 9-octadecenoato. 

4.4.8. Fracionamento da partição CSMH2O-D 

A partição CSMH2O-D (Cespedesia spathulata metanol água - diclorometano) foi 

fracionada em coluna aberta com gel de sílica, no recheio da coluna foi usado 76,9 g de sílica. 

A partição (3,05 g) foi solubilizada em metanol e incorporado em sílica gel (6,89 g) para a 

confecção da pastilha. A coluna foi eluída com os solventes orgânicos diclorometano, acetato 

de etila e metanol, individualmente ou em mistura binária de forma a obter um gradiente 

crescente da polaridade. Foram coletadas 36 frações de 125 mL cada, que foram concentradas 

em evaporador rotativo. O perfil de metabólitos presentes em cada uma das frações foi 

acompanhado por cromatografia em camada delgada analítica (CCDA) e, de acordo com a 

similaridade, as frações foram reunidas e pesadas, os grupos reunidos estão descritos na Tabela 

14.  

Tabela 14. Grupos de frações reunidos a partir do fracionamento da partição CSMH2O-D. 

Frações Reunidas Massa (g) Eluente 

11-12 0,1085 CH2Cl2: AcOEt (60:40) 

18-20 0,0567 CH2Cl2: AcOEt (20:80) 

20-22 0,0135 AcOEt 

23-24 0,3786 AcOEt: MeOH (90:10) 

25-27 0,0014 AcOEt: MeOH (70:30) 
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A informação obtida pela CCDA revelou a presença de uma mancha princial amarelada 

nas frações 23-24, elas então foram reunidas e selecionadas para o refracionamento, descrito no 

item a seguir. 

4.4.8.1. Fracionamento de CSMH2O-D 23-24 

As frações de número 23-24, recolhidas em uma faixa de solvente de AcOEt: MeOH 

(90:10), apresentaram semelhança na CCDA, foram reunidas e conduzidas à fracionamento em 

sephadex LH20, eluíndo com solução CH2Cl2: MeOH (30:70). O fracionamento de CSMH2O-

D 23-24 (0,378 g), produziu 42 frações das quais as de número 40 a 42 apresentaram uma 

mancha amarela majoritária, ao revelar com vanilina sulfúrica, foram reunidas (0,0051 g) e 

analisadas por RMN 1H e 13C, e EM-AR, nesta fração foi possível identificar o biflavonoide 

ochnaflavona (22).  

4.4.9. Fracionamento da partição CSMH2O-A 

O extrato CSMH2O-A (Cespedesia spathulata metanol água - acetato de etila) foi 

fracionado em coluna aberta com gel de sílica, no recheio da coluna foi utilizado 84,14 g de 

sílica. O extrato (7,20 g) foi solubilizado em metanol e incorporado em sílica gel para a 

confecção da pastilha. A coluna foi eluída com os solventes orgânicos diclorometano, acetato 

de etila e metanol, individualmente ou em mistura binária de forma a aumentar a polaridade 

gradualmente. Foram coletadas 67 frações de 125 mL cada, que foram concentradas em 

evaporador rotativo. O perfil de metabólitos presentes em cada uma das frações foi 

acompanhado por CCDA e, de acordo com a similaridade, as frações foram reunidas e pesadas, 

cada grupo formado está descrito na Tabela 15.  

 

Tabela 15.  Grupos de frações reunidos a partir do fracionamento da partição CSMH2O-A. 

Frações Reunidas Massa (g) Eluente 

7-9 0,0295 CH2Cl2: AcOEt (90:10) 

12-13 0,0288 CH2Cl2: AcOEt (80:20) 

24-26 0,0368 CH2Cl2: AcOEt (40:60) 

27-29 0,0291 CH2Cl2: AcOEt (30:70) 

32-33 0,0441 AcOEt  

35 2,0734 AcOEt 

36-37 0,0677 AcOEt 

Os grupos de frações 24 a 26 e a fração 35 foram selecionados para o fracionamento 

subsequente. A escolha foi feita pelo perfil apresentado em placa cromatográfica, apresentando 

poucas manchas e boa resolução. O Fluxograma 6 (Página 86) esquematiza o fracionamento 

desta partição e indica as substâncias que foram identificadas a partir dessa partição. 

4.4.9.1. Fracionamento de CSMH2O-A 24- 26 

As frações de 24-26 apresentaram uma mancha vermelha majoritária quando 

acompanhadas em CCDA, utilizando vanilina sulfúrica como revelador, ela foram então 

conduziu-se a fracionamento em sephadex LH-20, utilizando metanol como eluente. A 
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fracionamento de 24-26 (0,0368 g) produziu 16 frações. A mancha vermelha predominou nas 

subfrações de número 11-15 (0,0304 g), estas frações foram reunidas e conduzidas então a 

análises de RMN 1H e 13C, uni e bidimensionais. Nesta amostra foi possível identificar a 

presença das substâncias catequina (23) e epicatequina (24).  

 

4.4.9.2. Fracionamento de CSMH2O-A 35 

A fração de número 35 (2,0734 g) apresentou um precipitado que foi separado por 

solubilização parcial em uma mistura de acetado de etila: metanol (40:60), a parte solúvel 

(1,782 g) foi submetida a fracionamento em sephadex LH-20, eluínda em metanol, obteveram-

se 90 frações que foram acompanhadas por CCDA e reunidas de em grupos acordo com a 

similaridade.   

 A sequência de 20-23 (0,0508 g) foi reconduzida ao fracionamento em sephadex LH-20, 

eluído com metanol, onde as de número 14-17 (0,0190 g) foi mais uma vez fracionada em 

sephadex LH-20 onde um grupo de frações foi reunido, 9-14 (0,010 g), e então conduzida 

ao fracionamento por purificada em CLAE-DAD.  

Os parâmetros cromatográficos foram injetor manual Rheodhyne, detector DAD SPD-

M20A, forno CTO-20A, coluna Betasil-Thermo C18 (25cm x 4,6mm x 5μm), sistema 

isocrático: FM= B: MeOH (35%) e H2O: AcOH 1%(65%), gradiente T= (15 min 30- 70%; 

17 min 15-85%; 19min 35-65%), temperatura do forno 26 oC, fluxo 1,0mL/min- 

340nm(PDA 200-500nm), pressão= 161kgf/com e volume 20UI. Esta atividade teve a 

colaboração da prof.ª Dr.ª Rosane Nora Castro. 

 

Figura 22. Cromatograma da fração CSMH2O-A 35/20/14-17/ 9-14. 

Da fração de código 9-14 foi isolado o pico majoritário, com tempo de retenção em 

8,285 min, CLAE-DAD semi-preparativo e através de análises de RMN 1H e 13C, uni e 

bidimensionais, e EM-ESI MS/MS conduziu a identificação da substancia 6’’-O- acetil-

vitexina (25).  

 

 As frações de número 29 a 31 (0,0251 g) foram submetidas a análise por RMN 1H e 13C, 

e seu perfil foi analisado via CLAE-UV. O cromatograma apresentado na figura a seguir 

demonstra a presença de suas substâncias majoritárias com tempo de retenção 4,85 min e 
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6,01 min. A interpretação dos dados obtidos por RMN permitiu identificar as duas 

substâncias majoritárias como vitexina (26) e orientina (27).  

 

 

* Purificação via CLAE-UV. 

Fluxograma 6. Fracionamento e identificação das substâncias isoladas na partição CSMH2O-

A. 

4.4.10. Ensaio Biológico 

4.4.10.1 Efeito modulador de extratos e substâncias isoladas sobre a ação da enzima 

tirosinase. 

4.4.10.2 Seleção de amostras e substâncias para o ensaio 

Compostos polifenólicos são biossintetizados como metabólitos secundários em plantas 

superiores, apresentando algumas atividades biológicas importantes desde a proteção contra 

radiações até a inibição de diferentes enzimas. Alguns flavonoides, por exemplo, o canferol, 

quercetina e morina demonstram atividades de inibição da tirosinase enquanto outras, como 

exemplo, as catequinas, podem atuar como cofatores ou substrato para a tirosinase (BAYAILA 

BA NJOCK et al., 2012). Nesse sentido, a triagem do potencial regulador da tirosinase foi 

avaliada a partir de alguns extratos, flavonoides e biflavonoide presente nas folhas de 

Cespedesia spathulata.   

As partições de diclorometano e acetato de etila, CSMH2O-D e CSMH2O-A, 

respectivamente, foram selecionados para a realização deste ensaio. Individualmente foram 
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preparadas soluções em DMSO com concentração 10 mg ml-1. Algumas substâncias isoladas a 

partir destes extratos que apresentaram massa suficiente para o teste também foram testadas. 

São elas, ochnaflavona (oriunda da partição diclorometano) e a mistura de catequina e 

epicatequina (isoladas em mistura da partição acetato de etila). A partir destes isolados foram 

preparadas duas soluções de concentração 10 mmol ml-1 cada.  

4.4.10.3 Metodologia de análise 

Determinou-se a influências dos extratos e frações analisadas sobre a ação da tirosinase 

através da exposição de alíquotas com diferentes concentrações das soluções preparadas sob o 

meio reacional contendo tirosinase (50-70 unidades), EDTA (0,022 mmol L-1), o substrato L-

DOPA (0,17 mmol L-1), em tampão de fosfato (50 mmol L-1, pH 6,8) a temperatura ambiente. 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A formação da dopaquinona foi 

determinada após trinta minutos através do monitoramento da absorbância utilizando o 

espectrofotômetro UV-VIS Shimadzu, modelo Mini 1240, Japão, a 475 nm e à temperatura 

ambiente. O percentual de inibição ou ativação para cada extrato ou substâncias foi calculado 

através da equação proposta por Soares e colaboradores (2017).  

% Inibição ou Ativação = {[(B30 – B0) – (Am30 – Am0)] / (B30 – B0)}  100 (1) 

Nesta equação, B0 e B30 são os valores de absorvância de controle ( L-DOPA + 

tirosinase) no tempo zero e no tempo 30 minutos, respectivamente. A0 e A30 são as absorvâncias 

do teste (L-DOPA + tirosinase + inibidor/ativador) no tempo zero e após 30 minutos, 

respectivamente.  

4.4.10.4 Determinação do mecanismo de ativação sobre a tirosinase 

O gráfico de Lineweaver-Burk avalia o mecanismo de inibição da enzima tirosinase 

pela oxidação da L-DOPA. Este gráfico expressa os parâmetros cinéticos da ação da enzima 

pelas variáveis 𝐾m e 𝑉max. Pelo perfil ativador apresentado pela fração acetato de etila e pela 

mistura de catequinas, suspeitou-se que essas matrizes apresentaram efeito competitivo pelo 

sítio da enzima e com isso aplicamos um mecanismo diferenciado na produção de pontos para 

o gráfico. Nesta análise foi utilizada diferentes concentrações de L-DOPA (0; 167; 233 e 333 

μmol mL-1) como substrato competidor e diferentes concentrações para a mistura de catequinas 

(33; 50; 100, 166, 233 e 333 μmol mL-1), sendo este o substrato preferencial. Após a incubação 

por 30 minutos a temperatura ambiente, a absorbância foi medida em 475 nm, a absorção foi 

determinada no intervalo de 0 a 60 minutos, com 10 minutos de entre os intervalos. 

4.4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

O processamento cromatográfico dos extratos de folhas de Cespedesia spathulata resultou 

no isolamento e identificação de vinte e cinco substâncias apresentadas na Figura 23. A 

elucidação das mesmas foi realizada através de analises espectrais e por comparações com 

dados da literatura. O detalhamento do procedimento de elucidação será descrito nos próximos 

tópicos. 
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Figura 23. Substâncias identificadas nas folhas de Cespedesia spathulata. 
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4.5.1. Identificação das substâncias presentes na fração CSMH2O-H 10-11 

A interpretação dos dados obtidos na análise via CG-EM (Figura 23, Página 88) e 

espectros de RMN 1H e 13C da fração CSMH2O-H 10-11 (Espectro 44 e 45, Página 92) 

permitiram a identificação de uma mistura de ésteres metílicos graxos. Os ésteres metílicos 

saturados com mais de cinco carbonos, ao serem bombardeados com elétrons de alta energia 

dão origem a fragmentos de tipo íons de alquila e íons contendo oxigênio da função éster. De 

um modo geral, a fragmentação dos ésteres metílicos apresenta o pico do íon molecular pouco 

intenso. Em comparação com o pico base, a intensidade do pico do íon molecular tende a 

aumentar com o aumento do tamanho da cadeia. Os treze componentes principais (Figura 26, 

Tabela 16, Página 90 e 91) foram identificados através da comparação com a biblioteca NIST, 

com similaridade superior a 90 %. Comparando os espectros de massas de cada substância 

identificada (Figura 24) destacam-se a presença de íons comuns como o m/z 74, massa típica 

verificada após o rearranjo de McLaferty, e os íons m/z 87, 101, 115 e 129 correspondentes a 

perda radicalar e formação de um cátion heterocíclico de quatro, cinco, seis e sete membros, 

respectivamente, todos justificados na Figura 25.  

 

Figura 24. Cromatograma da fração CSMH2O-H 10-11. 

 

Figura 25. Espectro de massas da substância com tR 16,1, 17,3 e 18.1 min (continua). 
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Figura 25. Continuação. 

 

Figura 26. Proposta de fragmentação justificando os íons m/z 74, 87, 101 e 129, presentes nos 

espectros de massa dos ésteres graxos. 
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Tabela 16. Substâncias identificadas por CG-EM em CSMH2O-H 10-11. 

 tR Substância identificada 
Similaridade 

biblioteca 
Porcentagem 

1 15.033 Tetradecanoato de metila 96 1.22 

2 16.117 Pentadecanoato de metila 97 3.00 

3 17.242 Palmitato de metila 97 37.94 

4 18.142 Heptadecanoato de metila 96 7.50 

5 18.867 (Z) 9-octadecenoato de metila 95 13.07 

6 19.100 Estearato de metila 96 13.73 

7 19.967 Nonadecanoato de metila 97 1.10 

8 20.833 Icosanoato de metila 94 2.96 

9 22.467 Docosanoato de metila 93 3.31 

10 23.233 Tricosanoato de metila 94 3.24 

11 23.975 Tetracosanoato de metila 92 5.68 

12 24.742 Pentacosanoato de metila 93 3.54 

13 25.617 Hexacosanoato de metila 93 1.55 

 

 

Figura 27. Estruturas das substâncias identificadas na fração CSMH2O-H 10-11. 
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A interpretação dos espectros de RMN 1H e 13C da mistura permitiu perceber 

informações que confirmaram as estruturas propostas. Na figura 13 pode-se observar os valores 

de deslocamento químico típicos para os hidrogênios de CH3 alifático em H  0,84 (t), os 

deslocamentos do CH2 α e β à carbonila em H 1,98 (t) e H 2,27 (t), respectivamente. O sinal 

em H 3,63 (s) corresponde a metila do éster. O sinal em H 5,31 corresponde ao deslocamento 

químico dos hidrogênios da instauração da substância (Z) 9-octadecenoato de metila. Na 

interpretação do espectro de RMN 13C (Espectro 45) são observados sinais de carbonos 

metílicos (H 51,14 e 13,88),  metilênicos (vários valores de cadeias alifáticas) e os metínicos 

sp2 em HC 129,73 e 129,48. Os deslocamentos em 174,05 e 177,68 correspondem aos valores 

típicos de carboxilas de éster. 

 

Espectro 44. Espectro de RMN1H da fração CSMH2O-H 10-11 (500 MHz) em CDCl3. 

 

Espectro 45. Espectro de RMN 13C (DEPTQ) (125 MHz; CDCl3) da fração CSMH2O-H 10-

11. 
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A substância (Z) 9-octadecenoato de metila (5), é o único éster insaturado identificado 

na amostra CSMH2O-H 10-11, de acordo com a interpretação da análise de RMN realizada e 

do espectro de massas não foi possível determinar a posição da dupla ligação ao longo da porção 

alifática do éster. As figuras 12 e 13 apresentam o espectro de massas correspondente a 

substância 5 e a proposta de fragmentação que justificam os íons produzidos, respectivamente. 

 

Figura 28. Espectro de massas antes da reação de adição do dimetildissulfeto da substância (Z) 

9-octadecenoato de metila com tempo de retenção 18.8. 
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Figura 29. Proposta de fragmentação que justifica os principais picos detectados no espectro 

de massas do (Z) - 9 - octadecenoato de metila. 

A localização da ligação dupla foi feita após submetermos a amostra à reação de adição 

à ligação dupla utilizando como substituinte o reagente dimetildissulfeto (4.4.7.2., Página 83), 

o resultado desta análise está apresentado no item a seguir. 
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4.5.1.1. Análise do ditiometil éter, derivado do éster insaturado  

O produto da reação de adição de ditiometil éster da amostra CSMH2O-H 10-11 foi 

submetido a análise por CG-EM, segundo as condições de análise, obteve-se o cromatograma 

(Figura 30), a substância com tempo de retenção 24,01 min corresponde ao produto, seu 

espectro está destacado na Figura 31. A Figura 32 (Página 94) mostra as propostas de 

fragmentação para justificar os principais picos detectados. Merecem destaques os picos em 

m/z 173 (90 %) e 217 (100 %), que justificam a quebra da ligação que sustenta os grupos 

tiometílicos. Valores que estão de acordo com localização desses grupos nas posições 9-10. 

Sendo assim, a ligação dupla foi localizada nos carbonos 9 e 10. 

 

Figura 30. Cromatograma da fração CSMH2O-H (MeS). 

 

Figura 31. Espectro de massas do produto da reação 9,10-ditiometiléter dodecanoato de metila. 
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Figura 32. Proposta de fragmentação para justificar os principais picos detectados no espectro 

de massas do derivado 9,10-ditiometiléter obtido do (Z) 9-octadecenoato de metila. 

 

4.5.2. Identificação das substâncias presentes na fração CSMH2O-H 18-20 

O cromatograma da fração CSMH2O-H 18-20 esta apresentado na Figura 33. O 

principal componente desta fração apresentou tempo de retenção 19,11 que foi identificado 

como fitol, constituindo quase 86% do material analisado. Os componentes minoritários, 

propostos de acordo com a biblioteca, estão apresentados na Tabela 17 e Figura 34. Assim 

como a amostra anterior, fez-se análise dos espectros de RMN 1H e13C (Espectros 46, 47 e 48, 

Páginas 97 e 98) que confirmaram a presença do fitol como componente principal na fração. 

A pequena quantidade dos demais componentes não conduziu a detecção de sinais de 

deslocamentos químicos que confirmassem os mesmos. Os dados, apresentados na Tabela 17, 

estão de acordo com literatura (GOODMAN et al., 1973). O fitol é um álcool terpênico alílico 

constituinte de parte da clorofila, frequente em plantas e com diversas atividades biológicas. 

Como exemplo pode-se destacar a ação bactericida; é usado, também, em tratamento de 

tuberculose, obesidade, diabetes e dislipidemia (GOTO et al., 2005). 

 

Figura 33. Cromatograma da fração CSMH2O-H 18-20. 
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Tabela 17. Substâncias identificadas na fração CSMH2O-H 18-20. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Substâncias identificadas na fração CSMH2O-H 18-20. 

 

Tabela 18. Dados de RMN 13C do Fitol (17) e comparação com os dados obtidos por 

GOODMAN et al., 1973. 

Substância 17  

(CDCl3) 

Fitol  

(55 MHz, CDCl3) 

 δC  δC  

1 58,96 59,44 

2 123,18 123,4 

3 139,41 139,9 

4 39,26 39,95 

5 25,05 25,28 

6 37,32 36,80 

7 32,66 32,80 

8 37,26 37,49 

9 24,69 24,56 

10 37,18 37,55 

Nº tR Substâncias identificadas 
Similaridade 

biblioteca 
Porcentagem 

14 17,133 (Z) 7-hexadecenal 84 2,44 

15 18,725 Oxalato de hexadecil, 4-metil-1-pentila  84 1,61 

16 18,883 4-heptil--lactona 85 2,32 

17 19,108 Fitol 98 85,43 

18 19,292 2 (5-oxohexil) ciclopentanona 82 4,23 

 19,842 Não identificado 85 2,11 

19 24,575 Decanodiato de 2-etil-hexila  95 1,86 
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11 32,58 32,89 

12 36.59 37,42 

13 24.37 24,85 

14 39,79 39,50 

15 27,85 28,04 

16 22,60 22,72 

17 16,00 16,17 

18 19,62 19,80 

19 19,58 19,80 

20 22,50 22,72 
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Espectro 46. Espectro de RMN1H (500 MHz, CDCl3) do fitol presente na fração CSMH2O-H 

18-20. 
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Espectro 47. Espectro de RMN 13C-DEPTQ da fração CSMH2O-H 18-20 (125 MHz; CDCl3), 

indicando os sinais de deslocamentos químicos de carbonos do fitol. 
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Espectro 48. Expansão do espectro de RMN 13C da fração CSMH2O-H 18-20, indicando os 

sinais de deslocamentos químicos de carbonos do fitol. 
 

4.5.3. Identificação das substâncias na fração CSMH2O-H 24-26 

A interpretação dos espectros de RMN 1H e 13C (Espectros 49 a 52, Páginas 101 e 

102), aliado ao resultado obtido na análise de CG-EM (Figura 35), permitiu identificar a 

mistura dos esteroides: sitosterol (20) e estigmasterol (21). A análise via CG-EM demonstra a 

presença de dois compostos majoritários.  

C12 



99 
 

Foram detectados 12 picos de diferentes componentes na fração, segundo a análise do 

cromatograma da fração CSMH2O-H 24-26, porém apenas as duas descritas na Tabela 19 

foram identificadas e obtiveram maior índice de similaridade com a biblioteca, tendo o 

sitosterol (20), como substância majoritária. Apesar da baixa similaridade do estigmasterol 

(21), os dados de RMN confirmaram sua proposta. A Tabela 20 apresenta os deslocamentos 

químicos dos carbonos e hidrogênios de ambas as estruturas bem como a comparação com os 

dados propostos por Pateh e colaboradores (2008) e Pouchert e colaboradores (1993). 

 

Figura 35. Cromatograma da fração CSMH2O-H 24-26. 

Tabela 19. Substâncias identificadas por CG-EM na fração CSMH2O-H 24-26. 

 

Tabela 20. Dados de RMN 1H e 13C da substância 20 e 21em comparação com os dados obtidos 

por PATEH et al., 2008 e POUCHERT et al., 1993. 

 
Substância (20) 

(CDCl3) 

Substância (21) 

(CDCl3) 
Sitosterol Estigmasterol 

 δC δH (mult. J) δC δH(mult. J) δC δC 

C       

5 140,74 - 140,74 - 140,73 140,73 

 tR 
Substâncias 

identificadas 

Similaridade 

biblioteca 
Porcentagem 

20 21.312 Sitosterol 95 65.03 

21 21.715 Estigmasterol  88 26.32 
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10 36,1 - 36,1 - 36,1 36,1 

13 42,31 - 42,31 - 42,2 42,2 

CH       

3 71,78 3,50 71,78 3,50 71,77 71,77 

6 121,69     5,35 (s) 121,69     5,35 (s) 121,69 121,69 

8 31,86  31,86  31,88 31,88 

9 50,12  50,12  50,11 50,09 

14 56,85  56,85  56,73 56,83 

17 56,1  56,1  56,0 56,0 

20 39,67  39,67  40,0 40,0 

22 - - 138,29    5,13 dd - 138,31 

23 - - 129,26    5,03 dd - 129,23 

24 45,89  51,22  45,79 51,21 

25 29,15  31,89  29,10 31,88 

CH2       

1 37,25  37,25  37,22 37,22 

2 31,6  31,6  31,6 31,6 

4 41,96  41,96  42,1 42,1 

7 33,9  33,9  33,9 33,9 

11 21,2  21,2  21,2 21,2 

12 39,76  39,76  39,74 39,74 

15 24,35  24,35  24,34 24,34 

16 28,9  28,9  28,9 28,9 

22 31,89  - - 31,86 - 

23 26,07  - - 26,01 - 

28 23,05  25,39  23,02 25,39 

CH3       

18 12,23  12,23  12,24 12,24 

19 19,37  19,37  19,38 19,38 

21 18,76  20,5  18,75 20,5 

26 19,80  21,28  19,8 21,2 

27 19,3  19,3  19,0 19,0 

29 11,9  11,9  11,9 11,9 
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Espectro 49. Espectro de RMN 1H da fração CSMH2O-H 24-26. 
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Espectro 50. Expansão do espectro de RMN 13C- DEPTQ (150-60 ppm) da fração CSMH2O-

H 24-26. 
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Espectro 51. Expansão do espectro de RMN 13C- DEPTQ (125 MHz; CDCl3) da fração 

CSMH2O-H 24-26. 
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Espectro 52. Expansão do espectro de RMN 13C- DEPTQ (125 MHz; CDCl3) da fração 

CSMH2O-H 24-26. 
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4.5.4. Identificação de Ochnaflavona (22) em CSMH2O- D 3/41-42  

A fração CSMH2O- D 23/41-42 apresentou-se com uma cor castanha e solúvel em 

metanol. O espectro de RMN 1H (Espectro 53, Página 105) demonstrou sinais compatíveis 

com estrutura de biflavonoide pela quantidade de sinais e a identificação de dois sistemas, um 

AA’BB’ e outro ABC em anel aromático. O sistema AA’BB’ apresentou um par de dubletos 

em H 7,02 e 8,04 com J= 8,5 Hz, atribuídos aos hidrogênios H-2’’’/6’’’e H-3’’’/5’’’, 

respectivamente, a interação entre eles também pode ser observada no experimento COSY 

(Epectro 55, Página 106). O sistema ABC foi determinado pelos sinais em H 7,87 (s, H-2’), 

7,89 (d, 8,8 Hz, H-6’) e 7,13 (d, 8,8 Hz, H-5’), cujo espectro COSY apresentou sinais de 

interação entre os mesmos.  Foi observado sinal em H 6,85 (s) relativo aos hidrogênios H-3 e 

H-3”. O deslocamento químico H 6,18 (d, 3,75 Hz), foi atribuído aos H-6 e H-6’’. O singleto 

em H 6,48 foi atribuído a H-8 e H-8’’. Em H 12,94 e 12,87 referentes aos sinais compatíveis 

com hidrogênio de hidroxilas queladas HO-5’’e HO-5.  

O experimento NOESY permitiu verificarmos a interação espacial ente hidrogênios H-

3 e o sistema ABC (Espectro 59, Página 110), o nOe foi observado entre os sinais em H 6, 85 

(s) (H-3) e o 7, 89 (dd, H-6’) e 7,87 (d, H-2’) permitiu propor o esqueleto da flavona com 

sistema ABC no anel B; Também houve nOe entre H 6,85 (H-3) e o dupleto,  8,5 Hz, em 7,02 

ppm (2’’’; 6’’’) da outra flavona com sistema AA’BB’ no anel B.  

O espectro de RMN 13C (Espectro 54, Página 106) mostrou sinais compatíveis com 

um biflavonoide formado por duas unidades flavona, com ligação C-O-C entre os monômeros. 

Os sinais em C 181,70 (C-4) e 181,76 (C-4’’) são sinais característicos de carbonila, a 

atribuição de sinais para cada unidade de flavona foi feita pela análise no mapa de contorno 

HMBC, que demonstra a relação entre o H-3 com C-4 (Espectro 57, Página 108), uma vez que 

na estrutura de flavona, a carbonila encontra-se conjugada com a ligação dupla nos carbonos 

C-2 e C-3. Os sinais C 161,4 , 164,41 , 161,85 , 161,4 e 164,67 foram atribuídos a carbonos de 

sistema aromático ligados a hidroxila C-5, C-7, C-4’, C-5’’ e C-7’’, respectivamente. Em C 

128,42 (C-2’’’/6’’’) e 116,06 (C-3’’’/5’’’) foram observados os carbonos do anel B com sistema 

AA’BB’. Aos carbonos C-6’’, C-8’’, C-3’’, C-1’’’ e C-10’’ foram atribuídos aos sinais C 

98,93; 94,11; 103,96; 124,27 e 103,65 , respectivamente. Foi observado um sistema ABC com 

os sinais em C 121,22; 118,17 e 125,43 conferidos aos carbonos C-2’, C-5’ e C-6’. Os demais 

sinais característicos da flavona com sistema ABC foram observados em C 163,04; 103,96; 

99,05; 94,11; 103,65; 124,27 e atribuídos aos carbonos C-2, C-3, C-6, C-8, C-10 e C-1’, 

respectivamente.  

Através dessas análises e comparação com os dados obtidos por Son e colaboradores 

(1992) foi possível propor a estrutura de biflavonoides conhecido como ochnaflavona, isolado 

em várias espécies do gênero Ochna. 
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Ochnaflavona (22) 

Tabela 21. Dados de RMN 1H e 13C da substância 22 em comparação com dados da 

ochnaflavona (SON et al., 1992).  

 
Substância 22  

(DMSO) 
J2 J3 

Ochnaflavona 

(300MHz, DMSO) 

 C H (mult. J)   C 

2 163,04 -   163,0 

3 103,96 6,85 (s) 2; 4  10; 1’ 103,6 

4 181,70 -   181,7 

5 161,4 -   161,4 

6 99,05 6,18 (d; 3.75Hz) 7 8; 10 98,9 

7 164,41 -   164,1 

8 94,11 6,48 (d; 3.75Hz) 7; 9 6; 10 94,0 

9 157,3 -   157,4 

10 103,65 -   103,7 

1’ 124,27 -   122,3 

2’ 121,22 7,87 (s) 1 6’ 121,2 

3’ 141,77 -   141,6 

4’ 161,85 -   153,2 

5’ 118,17 7,13 (d; 8,8 Hz)  1’; 3’ 117,2 

6’ 125,43 7,89 (d; 8,8 Hz) 1’  125,3 

2’’ 162,84 -   162,6 

3’’ 103,96 6.85 (s) 2; 4 10; 1’ 104,0 

4’’ 181,76 -   181,7 

5’’ 161,4 -   161,4 

6’’ 98,93 6,18 (d; 3,75Hz) 7’’ 8’’; 10’’ 98,9 

7’’ 164,67 -   164,2 

8’’ 94,11 6,48 (d; 3,75Hz) 7; 9 6; 10 94,0 

9’’ 157,3 -   157,3 

10’’ 103,65 -   103,8 

1’’’ 124.27 -   124,4 

2’’’ 128,42 7,02 (d; 8,5Hz)  2’’; 4’’’ 128,4 

3’’’ 116,06 8,04 (d; 8,5Hz) 4’’’ 1’’’ 116,1 

4’’’ 160,91 -   160,7 

5’’’ 116,06 7,02 (d; 8,5Hz)   116,1 

6’’’ 128,42 8,04 (d; 8,5Hz)   128,4 
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Espectro 53. Espectro de RMN1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 22.  
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Espectro 54. Espectro de RMN1H (125 MHz, DMSO-d6) da substância 22. 
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Espectro 55. Mapa de contorno RMN- COSY (125/125 MHz, DMSO-d6) da substância 22.   
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Espectro 56. Mapa de contorno RMN- HSQC (500/125 MHz, DMSO-d6) da substância 22. 

 

 

 



108 
 

5 0 0  d .1 4 6 .0 0 1 .2 r r .es p

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5

F2 Chemical Shif t (ppm)

130

135

140

145

150

155

160

165

170

175

180

185

190

F
1

 C
h

e
m

ic
a

l 
S

h
if

t 
(p

p
m

)

6 .8 6 , 1 6 3 .2 6 , 0 .9 7

6 .8 6 , 1 6 3 .4 5 , 0 .9 5

8 .0 5 , 1 6 1 .3 2 , 0 .4 1

6 .8 6 , 1 8 1 .9 7 , 0 .2 9

7 .8 9 , 1 4 2 .0 9 , 0 .2 8

6 .1 9 , 1 6 1 .8 3 , 0 .1 8

6 .1 9 , 1 6 4 .7 9 , 0 .1 5

6 .4 8 , 1 5 7 .7 6 , 0 .1 3

7 .1 3 , 1 4 2 .1 , 0 .0 8

7 .0 3 , 1 6 1 .3 5 , 0 .0 5

J
2
 H -3 /C -4

J
2
 H -3 ''/C -4 ''

J
2
 H -3 /C -2

J
2
 H -3 ''/C -2 ''

J
2
 H -8 /C -9

J
2
 H -8 ''/C -9 ''

J
2
 H -6 /C -5

J
2
 H -6 ''/C -5 ''

J
2
 H -6 /C -7

J
2
 H -6 ''/C -7 ''

J
2
 H -8 /C -7

J
2
 H -8 ''/C -7 ''

J
3
 H -5 '/C -3 'J

2
 H -2 '/C -3 '

J
3
 H -2 ''';6 '' '/C -4 '''

J
3
 H -2 ''';6 '' '/C -2 ''

J
3
 H -3 ''';5 '' '/C -4 '''

 

Espectro 57. Mapa de contorno RMN- HMBC (500/125 MHz, DMSO-d6) da substância 22.   
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Espectro 58. Mapa de contorno RMN- HMBC (500/125 MHz, DMSO-d6) da substância 22.   
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Espectro 59. Expansão do espectro NOEDIF (500 MHZ; DMSO-d6) da substância 22. 

 

4.5.5 Identificação de Catequina (23) e Epicatequina (24) em CSMH2O-A 24-26  

A substâncias 23 e 24 foram isoladas por cromatografia em Sephadex LH20, 

identificadas por RMN 1H e 13C (Espectros 60-68). O espectro de RMN 1H apresentou sinais 

característicos com o de esqueleto de catequina. Pela quantidade de sinais logo percebeu-se que 

se tratava de uma mistura.  

Os sinais que distinguem as duas substâncias foram assinalados nos espectros de RMN 
1H 61 e 62 (Páginas 113 e 114), com a letra (C) para Catequina, substância nº 23, e (E) para a 

Epicatequina, substância nº 24. Foram observados sinais típicos de anel trissubstituído, em H 

6,73(d, H-6’), 7,84 (d, H-2’) e 6,75 (d, H-5’), comuns às duas substâncias. A diferenciação entre 
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elas já pode ser observada no deslocamento químico do H-2, 4,57 (d, 9,4Hz) para C e 4,81 (d) 

para E, em função da sobreposição do sinal da água não foi possível calcular a constante de 

acoplamento. Os deslocamentos atribuídos aos H-3(C) e H-3(E) são respectivamente 3,98 (m) 

e 4,17 (m). Os hidrogênios diasterotópicos H-4(C) apresentam deslocamento químico em 2,50 

e 2,87 , a correlação entre eles foi detectado no experimento de COSY (Espectro 66, Página 

116), a mesma correlação para H-4(E), com valores H 2,75 e 2,83 , foi detectada no mesmo 

experimento. Em H 5,86 (d) e 6,84 (d) foram atribuídos a H-8 e H-6, respectivamente.  

Os sinais em C 120,19 (C-6’), 116,23 (C-5’) e 115,38 (C-2’) são típicos de sistema 

ABC e foram atribuídos aos carbonos do anel B  da catequina (23). Cinco sinais referentes a 

carbono quaternários foram observados em C 157,69 (C-5); 157,92 (C-7); 157,01 (C-9); 145,88 

(C-3’) e 146,36 (C-4’), os mesmos foram atribuídos aos carbonos de sistema aromático, 

sustentando grupos hidroxilas. Outros dois carbonos quaternários, não oxigenados, foram 

identificados em C 132,29 (C-1’) e 100,95 (C-10). Os carbonos metínicos com deslocamentos 

C 82,95 (C-2) e 68,92 (C-3) oxigenados. Outros dois metínicos, não oxigenados, do anel A C 

96,41 (C-6) e 95,63 (C-8). O carbono metilênico C-4 com deslocamento químico em 28,64 

ppm.   

Os sinais em 119,52 (C-6’), 116,04 (C-5’) e 115,43 (C-2’) caracterizam o sistema ABC 

da epicatequina (24). Cinco sinais referentes a carbono quaternários de sistema aromático da 

epicatequina (24) foram observados em C 157,75 (C-5); 158,10 (C-7), 157,47 (C-9), 100,21 

(C-10), 146,04 (C-3’) e 146,33 (C-4’).  Outros dois carbonos quaternários foram identificados 

pelos sinais em C 132,39 (C-1) e 100,21 (C-10). Os carbonos metínicos de sistemas aromáticos 

estão representados pelos sinais em C 96,52 (C-6) e 96,02 (C-8). Os carbonos metínicos 

oxigenados do anel C com os sinais em C 79,92 (C-2) e 67,60 (C-3), e o carbono metilênico 

C-4 com deslocamento químico em 28,64 ppm. Os deslocamentos químicos podem ser 

verificados nos espectros 19, 20, 21 e 22. 

A interpretação do experimento de HSQC (Espectro 67, Página 117) e HMBC 

(Espectro 68, Página 118) permitiram confirmar as atribuições dos deslocamentos químicos 

dos carbonos pertencentes a cada uma das substâncias. Os dados espectrais e a comparação com 

os dados da literatura estão descritos nas Tabelas 22 e 23 (Páginas 111 e 112).  

 
Tabela 22. Dados de RMN 1H e 13C da substância 23 em comparação com dados da literatura 

para catequina (LU & FOO, 1999). 

 
Substância 23 

(MeOD) 

Catequina 

(C3H6O) 

 C H (mult. J) J2 J3 C 
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2 82,95 4,57 (d; 9,4Hz) 3; 1’ 4; 2’; 6’;9 82,56 

3 68,92 3,98 (m) 2 10; 1’ 68,33 

4 28,64 2,50 (dd; 16.08 Hz) 

2,87 (m; 16.08 Hz) 

3; 10 2; 9 
28,66 

5 157,69 -   157,14 

6 96,41 5,93 7 8; 10 96,17 

7 157,92 -   157,63 

8 95,63 5,86 (d; 2.24 Hz) 9 6; 10 95,45 

9 157,01 -   156,82 

10 100,95 -   100,60 

1’ 132,29 -   132,09 

2’  115,38 6,84 (d; 1.76 Hz) 3’ 2; 6’ 115,20 

3’  145,88 -   145,58 

4’ 146,36 -   145,64 

5’ 116,23 6,75 (sl)   115,33 

6’ 120,19 6,73 (d; 1.76 Hz)  2; 2’ 120,04 

 

 

Tabela 23. Dados de RMN 1H e 13C da substância 24 em comparação com dados da literatura 

para epicatequina (LU & FOO, 1999). 

 
Substância 24 

(MeOD) 

Epicatequina 

(C3H6O) 

 C H (mult. J) J2 J3 C 

2 79,98 4.81 (d) 1’ 2’; 6’ 79,05 

3 67,60 4.17 (m)   66,59 

4 29,38 2.75 (dd; 16.8 Hz) 

2.83 (dd; 16.8 Hz) 

3; 10 2; 9 28,48 

5 157,75 -   157,01 

6 96,52 5.93  7 8; 10 96,07 

7 158,10 -   157,20 

8 96,02 5.86 (d; 2.24 Hz) 9 6; 10 95,35 

9 157,47 -   156,62 

10 100,21 -   99,58 

1’ 132,39 -   131,66 
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2’ 115,43 6.97 (d; 1.48) 3’ 2; 6’ 115,05 

3’ 146,04 -   144,93 

4’ 146,33 -   145,07 

5’ 116,04 6.77 (d; 2.48)  1’; 3’ 115,50 

6’ 119.52 6.79 (d; 1.76)   119,05 
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Espectro 60. Espectro de RMN 1H (500 MHz, MeOD) da substância 23 e 24. 

 

Espectro 61. Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz, MeOD) das substâncias 23 e 24.
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Espectro 62. Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz, MeOD) das substâncias 23 e 24. 

.2 5 8 .0 0 1 .1 r .es p

176 168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16 8 0

Chemical Shif t (ppm)

-0.1

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

N
o

rm
a

li
z

e
d

 I
n

te
n

s
it

y

2
8

.6
4

4
4

2
9

.3
8

7
4

6
7

.6
0

2
7

6
8

.9
2

0
2

7
9

.9
8

8
8

8
2

.9
5

3
2

9
5

.6
3

0
3

9
6

.0
2

1
0

9
6

.4
1

9
3

9
6

.5
2

6
5

1
0

0
.2

1
0

9

1
0

0
.9

5
3

9

1
1

5
.3

8
5

2

1
1

6
.0

4
4

0

1
1

6
.2

3
5

5

1
1

9
.5

2
9

2

1
2

0
.1

9
5

6

1
4

5
.8

8
7

0

1
4

6
.0

4
7

8

1
4

6
.3

3
8

9

1
5

7
.0

1
6

8

1
5

7
.4

7
6

4

1
5

7
.6

9
0

9

1
5

7
.9

2
0

7

1
5

8
.1

0
4

5

 

Espectro 63. Espectro de RMN 13C (125 MHz, MeOD) das substâncias 23 e 24. 
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Espectro 64.  Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz, MeOD) das substâncias 23 e 24. 
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Espectro 65. Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz, MeOD) das substâncias 23 e 24. 
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Espectro 66. Mapa de contorno COSY (500 MHz, MeOD) das substâncias 23 e 24. 
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Espectro 67. Mapa de contorno HSQC (500/ 125 MHz, MeOD) das substâncias 23 e 24. 
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Espectro 68. Mapa de contorno HMBC (500/ 125 MHz, MeOD) das substâncias 23 e 24. 
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 4.5.6. Identificação da 6’’-O-acetil-vitexin (25) de CSMH2O-A 

O espectro de RMN 1H (Espectro 69) apresentou sinais característicos de flavonoide 

contendo um glicosídeo. Em H  6,63 e 6,24 foram observados dois singletos típicos de H-3 e 

H-6 de esqueleto de flavona, respectivamente. Os sinais em H 8,06 (d, 8,5 Hz) e 6,97 (d, 8,5 

Hz) foram atribuídos aos hidrogênios do sistema AA’BB’ do anel B, H-2’;6’ e H-3’5’, 

respectivamente, as interações puderam ser observadas também no experimento COSY 

(Espectro 71, Página 121). Um singleto intenso observado em dH 1,80 foi atribuído aos 

hidrogênios de metila (H-8”) podendo ser de uma unidade de acetato. Foram observados sinais 

característicos de carboidratos, em H 5,08 (sl, H-1’’); 5,53 (m, H-2’’); 3,72 (m, H-3’’); 3,72 

(m, H-4’’) 3,52(m, H-5’’), 3,99 e 3,85 (m, H-6’’); os  valores informados estão de acordo com 

uma unidade glicosídica ligada ao esqueleto da flavona. A ausência do sinal típico de H-8 no 

anel A, permitiu propor que nesta posição esteja sustentando o carboidrato. Os valores de 

deslocamentos químicos de carbono (Tabela 24, Espectro 70, Páginas 120 e 121) 

correlacionados com os respectivos hidrogênios através do espectro HSQC (Espectro 72 e 73, 

Páginas 122 e 123) permitiu propor se tratar de um sistema C-glicosídeo. Em C 99,12 (C-6) 

existe um sinal de carbono ligado ao hidrogênio com valor de H 6,24. O sinal em 103,74 foi 

atribuído ao C-8, o aumento no deslocamento químico é o esperado para uma ligação C-

glicosídeo com uma unidade de glicose, compatível com a correlação entre os CH 73,14 e H 

5,08. O valor dos deslocamentos químicos do CH2-6” (C 63,05) e H-6” (H 3,99; 3,85) são 

compatíveis para a localização de substituinte em 6”. A presença de sinais em C 172,08 (O-

C=O) e 20,69 (CH3) permitiu propor a presença de um grupo acetila ligada ao C-6’’do 

carboidrato. As informações de RMN 1H e 13C foram comparadas com os dados obtidos por Oh 

& Kim (1993), que identificou a 6’’-O-acetil-vitexina em Crataegus pinnatifida (Rosaceae). 

A substância 25 foi analisada por espectrometria de massa (EM-IES). O espectro de 

EM/EM (Espectro 76, Página 126) realizado em modo negativo, mostrou um pico m/z 

473.1136 [M-H] sendo este reconhecido como o íon molecular menos uma unidade com a perda 

de um H O valor do íon molecular (m/z 474) é compatível com a fórmula molecular C23H22O10. 

O Esquema 17 (Página 126) demonstra proposta de fragmentações para justificar os principais 

picos detectados no espectro de massas (EM/EM) para a substância 25. Essa análise de massas 

contribuiu muito para a decisão das propostas com análise de RMN. Todos esses dados 

conduziram à proposta da estrutura da substância 25 como sendo a 6’’-O-acetil-vitexina.  

 

25: 6’’-O-acetil-vitexina 
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Tabela 24. Dados de RMN 1H e 13C da substância 25 em comparação com dados da literatura 

para 6’’-O-acetil-vitexina (OH & KIM, 1993). 

 
Substância 25 

(MeOD) 

6’’-O-acetil-vitexina 

(200 MHz; DMSO-d6) 

 δC δH(mult. J) J2 J3 δC 

2 166.85 -   164.0 

3 103.78 6.63 2; 4 10; 1’ 102.7 

4 184.30 -   182.2 

5 163.12 -   160.8 

6 99.12 6.24  8; 10 98.4 

7 164.11 -   162.8 

8 103.74 -   104.3 

9 158.72 -   156.2 

10 105.86 -   104.3 

1’ 123.78 -   121.8 

2’ e 6’ 130.29 8.06 (d, 8,5Hz) 1’ 2; 4’ 128.7 

3’ e 5’ 117.12 6.97 (d, 8,5 Hz) 4’ 1’ 116.1 

4’ 162.93 -   161.3 

1’’ 73.14 5.08 (d; 10,05 Hz) 8; 2’’ 7; 9; 3’’; 5’’ 73.8 

2’’ 74.21 5.53 (m) 3’’  70.9 

3’’ 77.90 3.72 4’’  78.6 

4’’ 72.36 3.72 3’’  70.5 

5’’ 83.28 3.52   79.7 

6’’ 63.05 3.99; 3.85   64.2 
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8’’ 20.69 1.80 7’’  20.8 
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Espectro 69. Espectro de RMN 1H (500 MHz, MeOD) da substância 25. 



121 
 

M ario -D eb ora .1 6 7 .0 0 1 .1 r .es p

184 176 168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16

Chemical Shif t (ppm)

-0.040

-0.035

-0.030

-0.025

-0.020

-0.015

-0.010

-0.005

0

0.005

0.010

0.015

0.020

0.025

0.030

0.035
N

o
rm

a
li

z
e

d
 I

n
te

n
s

it
y

2
0

.6
8

6
9

6
3

.0
4

5
7

7
2

.3
5

5
3

7
4

.2
1

1
4

7
7

.9
0

2
0

8
3

.3
0

4
3

9
9

.0
9

2
3

1
0

3
.7

4
3

4
1

0
3

.8
0

1
2

1
0

5
.8

9
5

7

1
1

7
.1

3
3

6

1
2

3
.7

9
2

5

1
3

0
.3

1
4

3

1
5

8
.7

3
4

1

1
6

3
.1

4
6

9

1
6

4
.0

3
5

2

1
6

6
.8

8
8

0

1
7

2
.0

7
3

7

1
8

4
.3

2
2

7

8 ''

6 ''

1 '

3 ';5 '
2 ';  6 '

4
7 '' 9

57

2
4 '

6

3

4 ''

2 ''

1 ''

5 ''
3 ''

8

1 0

 

Espectro 70. Espectro de RMN 13C - DEPTQ (125MHz, MeOD) da substância 25. 
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Espectro 71. Mapa de contorno de COSY (500 MHz, MeOD) da substância 25. 
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Espectro 72. Mapa de contorno HSQC (500 MHz, MeOD) da substância 25. 
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Espectro 73. Mapa de contorno HSQC (500 MHz, MeOD) da substância 25. 
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Espectro 74. Mapa de contorno HSQC (500 MHz, MeOD) da substância 25. 
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Espectro 75. Mapa de contorno HSQC (500 MHz, MeOD) da substância 25. 
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Espectro 76. Espectros de EM-IES [M-H]- da 6’’-O-acetil-vitexina. 
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Esquema 17. Proposta de fragmentação para a 6’’-O-acetil-vitexina baseados nos íons 

presentes no espectro de alta resolução.  
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3.5.7. Identificação da vitexina (26) e da orintina (27) em CSMH2O-A 35/29-31 

As substâncias presentes na fração CSMH2O-A 35/29-31 foram identificadas em 

mistura. O perfil da amostra foi analisado por CLAE-UV, vide o cromatograma apresentado na 

Figura 36. 

 

 

Figura 36. Cromatograma da fração CSMH2O-A 35/29-31. 

A identificação dos dois metabólitos principais presentes na fração foi por análise de 

RMN 1H e 13C. O espectro de RMN 1H (Espectro 77, Página 130) apresentou sinais 

característicos de flavonoide com uma glicose ligada. A integração no espectro RMN 1H 

demonstra que a vitexina (26) encontra-se em maior concentração quando comparada à 

orientina (27), evidência também verificada no cromatograma (Figura 36).  

A interpretação do espectro de RMN 1H (Espectro 77 e 78, Página 130) permitiu 

identificar sinais em H  6,57 e 6,42 que podem ser propostos como os singletos típicos de H-3 

de esqueleto de flavona, respectivamente, para substâncias 26 e 27. Em H 7,95 e 6,87 foram 

atribuídos aos hidrogênios do sistema AA’BB’ do anel B, H-2’; 6’ e H-3’; 5’, respectivamente, 

para a substância 26. Já os deslocamentos 6,73 e 7,42 (d, 8,5Hz) correspondem ao sistema 

“ABC” da substância 27.  

Foram observados sinais característicos de carboidratos, em H 4,71 (sl, H-1’’); 3,84 (s, 

H-2’’); 3,25 (m, H-3’’); 3,29 (m, H-4’’) 3,20 (m, H-5’’), 3,73 e 3,30 (m, H-6’’) cujos valores 

estão de acordo com uma unidade glicosídica ligada ao esqueleto de flavona. A ausência do 

sinal típico de H-8 levou a concluir que a conexão do açúcar se encontram nessa posição, o 

valor em H (4,72 ppm, H-1’’) que está ligado ao carbono com C 73,80, permite a proposta de 

sistema com ligação C-glicosídeo. Esta informação foi tirada com base na análise do 

experimento de HSQC que correlaciona os hidrogênios aos devidos carbonos (Espectro 81, 

Página 132). Com esse experimento tornou-se possível correlacionar os deslocamentos 

químicos dos hidrogênios da unidade glicosídica com seus respectivos carbonos. Os 

deslocamentos químicos de 13C para cada molécula são apresentados na Tabela 25 e 26 9 

(Página 128 e 129). Em função da pouca massa da amostra e da mistura de três substâncias, 

26 

27 
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como demonstrado no cromatograma da Figura 36 (Página 127), os carbonos quaternários 

oxigenados que deveriam ser observados entre 140 e 160 ppm não foram detectados.  

Os deslocamentos químicos de 13C (Espectro 79 e 80, Página 131) detectados 

caracterizam o sistema AA’BB’ da vitexina pelos sinais c 128,49 (2’;6’) e c 115,79 (3’;5’), 

ao C-1’ foi atribuído o sinal em 121.87 ppm, o deslocamento de C-4’ não foi detectado. O anel 

B da orientina é caracterizado pelos sinais em 121,87 (C-1’), 119,39 (C-6’), 115,44 (C-5’) e 

112,48 ppm (C-2’), os deslocamentos de C-3’ e 4’ não foram detectados.   

Os carbonos detectados na região de 60 a 85 ppm correspondem aos carbonos da glicose, 

c 61,46 (C-6’’), c 70,71 (C-4’’), c 78,94 (C-3’’) e c 81,65 (C-5’’). O valor de C-1’’ foi 

mensurado através do experimento de HSQC (Espectro 81, Página 132). Nele observa-se a 

correlação a uma ligação entre o sinal do hidrogênio e seu respectivo carbono, o singleto em 

4,72 ppm está correlacionado diretamente com o c 73,8, que corresponde ao valor esperado 

para o carbono metínico glicose ligada ao flavonoide por uma ligação C-C. As informações de 

RMN 1H e 13C foram comparadas com os dados obtidos por Krafczyk & Glomb (2008) feito 

em DMSO-D6  a 500MHz.  

 
Tabela 25. Dados de RMN 1H e 13C da substância (26) em comparação com dados da vitexina 

(KRAFCZYK & GLOMB, 2008). 

 
Substância 26 

(DMSO-D6) 

Vitexina 

(DMSO-D6) 

 c H (mult. J) c 

2 160,74 - 163,91 

3 101,83 6,57 (s) 102,41 

4 181,10 - 182,06 

5  - 160,35 

6  5,92 (s) 98,10 

7  - 162,51 

8 104,70 - 104,60 

9  - 155,96 

10 104,94 - 104,58 

1’ 121,87 - 121,57 

2’  128,49 7,95 (d; 8,0 Hz) 128,92 

3’ 115,79 6,87 (d; 8,0 Hz) 115,77 

4’  - 161,10 

5’ 115,79 6,87 (d; 8,0 Hz) 115,79 
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6’ 128,49 7,95 (d; 8,0 Hz) 128,92 

Gli    

1’’ 73,80 4,72 (sl) 73,34 

2’’ 71,15 3,86 70,80 

3’’ 78,94 3,33 78,63 

4’’ 70,71 3,30 70,51 

5’’ 81,65 3,25 81,81 

6’’ 61,44 3,5; 3,73 (dd) 61,26 

 

 
Tabela 26. Dados de RMN 1H e 13C da substância (27) em comparação com dados da vitexina 

(KRAFCZYK & GLOMB, 2008). 

 Substância 27 

(DMSO-D6) 

Orientina 

(DMSO-d6) 

 c H (mult. J) c 

2  - 164,05 

3 100,98 6,42(s) 102,36 

4  - 181,98 

5  - 162,50 

6  5,97 (s) 98,06 

7  - 160,34 

8 104,70 - 104,51 

9  - 156,95 

10 105,39 - 103,99 

1’ 121,87 - 122,98 

2’ 112,48 7,36 (sl) 114,04 

3’  - 145,77 

4’  - 149,77 

5’ 115,44 6,73 (d; 8,5 Hz) 115,61 

6’ 119,39 7,44 (dd) 119,32 

Gli    

1’’ 73,80 4,72 (sl) 73,35 

2’’ 71,15 3,86 70,73 

3’’ 78,94 3,33 78,78 
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4’’ 70,71 3,30 70,66 

5’’ 81,65 3,25 81,96 

6’’ 61,46 3,5; 3,73 (dd) 61,60 

 

 

Espectro 77. Espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) das substâncias 26 e 27. 

 

Espectro 78. Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) das substâncias 26 e 

27. 
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Espectro 79. Expansão do espectro de RMN 13C- DEPT (125 MHz, DMSO-d6) das substâncias 

26 e 27. 

 

Espectro 80. Expansão do espectro de RMN 13C-DEPT (125 MHz, DMSO-d6) das substâncias 

26 e 27. 
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Espectro 81. Mapa de contorno HSQC (500/ 125 MHz, DMSO-d6) das substâncias 26 e 27. 
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Espectro 82. Mapa de contorno HMBC (500/ 125 MHz, DMSO-d6) das substâncias 26 e 27 
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4.5.8. Resultados da influência sobre a tirosinase 

A solubilidade em DMSO da partição diclorometano e do biflavonoide, oriundo da 

mesma partição, apresentou certa limitação, desta forma foi possível testar as seguintes 

concentrações: partição diclorometano (133 μg mL-1) e o biflavonoide ochnaflavona (333 μM). 

Utilizando estas concentrações obtivemos ação inibitória da atividade da tirosinase em 20% 

para a partição e 2,0% para a biflavonoide. Por outro lado, extrato de acetato de etila (666 μg 

mL-1), ± catequinas (catequina e epicatequina - 800 μM) aumentaram a atividade da tirosinase 

em 104% e 384%, respectivamente.  

Como pode ser visto na Figura 37, as catequinas podem ativar significativamente a 

tirosinase de maneira dose-dependente. Assim, o extrato de acetato de etila de C. spathulata 

(rico em catequinas) e a mistura de catequinas poderiam ser usadas como um potencial 

tratamento para a doença de hipopigmentação causada pela ação fracassada da enzima 

tirosinase. 
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Intercept 40.71384 ± 5.703

Slope 0.44076 ± 0.0138

Residual Sum of Squar 352.25955

Pearson's r 0.99803

R-Square(COD) 0.99606

Adj. R-Square 0.99507

 

Figura 37. Efeitos de ativação dose-dependente das catequinas sobre a ação da tirosinase. 

As variações dos valores de Km e Vm para os ativadores de tirosinase não foram 

descritas na literatura, então uma experiência semelhante ao método de Lineweaver-Bruk foi 

aplicada para determinar o mecanismo de ativação das catequinas. 
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Figura 38. Experiência semelhante ao método de Lineweaver-Bruk para avaliar Km e Vm em 

ensaio de tirosinase. O substrato foi a mistura de catequina e epicatequina, e as concentrações 

de L-DOPA para cada etapa foram 0 (■), 167 (▼), 233 (▲) and 333 (●) μM. 

O gráfico da Figura 38 e os resultados da Tabela 27 revelaram que Km diminui, Vmax 

aumenta e a relação Km/Vm diminuiu na presença de L-DOPA. 

Tabela 27: Velocidade constante e máxima de Michaelis para atividade de tirosinase na 

presença de ± catequina. 

[L-DOPA  (μM)] Km Vm Km/Vm 

0                    220 16,8 11,9 

167                    45,4 24,8 3,6 

233                    37,0 26,4 1,4 

333                    25,6 29,2 0,87 

 

A constante de Michaelis (Km) é a concentração de substrato, na qual a taxa de reação 

corresponde à metade da velocidade máxima. Portanto, se houver um aumento na atividade 

catalítica da enzima na presença de baixas concentrações de substâncias, que também 

apresentam afinidade pelo seu sítio ativo, indica um efeito competitivo desses compostos no 

sítio ativo da enzima. As catequinas demonstraram ser um substrato preferencial quando 

comparada a presença de L-DOPA.  

  

4.6. CONSIDERAÇÕS  

Os estudos botânicos sobre o gênero Cespedesia ratificam a existência de um único 

exemplar, a Cespedesia spathulata. A espécie apresenta características estruturais que a 

distinguem de todos os outros exemplares dos demais gêneros que também pertencem a família 

Ochnaceae, justificam assim a existência do um gênero monoespecífico. A análise genética das 
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espécies da família Ochanceae estão representadas por cladograma proposto por Matthews e 

colaboradores (2012) onde apontam a proximidade entre Cespedesia spathulata com o gênero 

Sauvagesia.  

No estudo fitoquímico realizado neste trabalho é possível detectar outros pontos que 

corroboram com a aproximação destes gêneros, a similaridade entre os metabólitos secundário 

biossintetizados por C. spathulata e os já identificados em Sauvagesia. Podemos destacar as 

flavonas vitexina (26) e orientina (27), presentes em ambos gêneros, a outra flavona identificada 

a 6’’-acetil-vitexina (25) demonstram um padrão de substituição com unidades C-glicosidados, 

condição não frequente em espécies de outros gêneros de Ochnaceae. Os esteroides sitosterol 

(20) e estigmasterol (21) também estão presentes em ambos os gêneros. 

Ao todo foram identificadas 27 substâncias, considerando as substâncias já mencionadas 

na literatura, foi possível incorporar mais 26 substâncias como constituintes dessa planta. 

Foram identificados treze ésteres graxos (1-13). As substâncias (Z) 7-hexadecenal (14), 

hexadecil (4-metil-1-pentila) oxalato (15), 4-heptil--lactona (16), Fitol (17), 2-(5-

oxohexil)ciclopentanona (18) e decanodiato de 2-etil-hexila (19). O biflavonoide ochnaflavona 

(22) que já havia sido indentificada na espécie. As flavan-3-ol catequina (23) e epicatequina 

(24).  

As diferentes partições obtidas das folhas de C. spathulata apresenta atividade de 

inibição baixa a moderada (CSMH2O-D e ochnaflavona) e se mostraram ativadoras da enzima 

tirosinase (CSMH2O-A e a mistura de catequina e epicatequina). No modelo competitivo as 

catequinas demonstraram ser um substrato mais interessante à enzima que a própria L-DOPA. 

Este experimento nos possibilita indicar a ação do produto natural como uma ferramenta que 

pode ser utilizada no tratamento de problemas como a hipopigmentação.  

 

5. CONCLUSÕES 

 

Este estudo permitiu identificar 46 substâncias e ampliar o conhecimento sobre a 

composição química do gênero Urochloa (Poaceae) e do Cespedesia (Ochnaceae). O uso de 

metodologias clássicas permitiu a identificação de 8 substâncias em U. ruziziensis e com o uso 

da técnica de desreplicação apliamos o conhecimento em mais 7 substâncias. A mesma técnica 

permitiu identificar 5 outras substâncias, não antes identificadas no trabalho prévio de 

isolamento e identificação realizado por Oliveira e colaboradores (2017). Com relação a espécie 

Cespedesia spathulata foram identificadas 27 substâncias, 26 delas isolados pela primeira vez 

na espécie.  

O processo de desreplicação permitiu ainda demonstrarmos a similaridade entre quatro 

espécies do gênero Urochloa (U. hudicola, U. ruziziensis, U. brizantha e U. decumbens) pela 

análise das informações obtidas e comparação da literatura. Dentre flavonoides C-glicosilados, 

isoschaftosideo, carlinosideo e schaftosideo, identificados em U. ruziziensis, os dois últimos 

também estão presentes em U. brizantha e U. decumbens (PEREZ et al., 2016).  

Dando destaque à presença das saponinas, classe de metabólitos responsáveis pelos 

efeitos fotossensibilizante e pela alelopatia na germinação de grãos, (TOKARNIA, 2012; 

NEPOMUCENO et al., 2017) vemos que em todas as quatro espécies existem a saponina 

protodioscina; dioscina está presente nas três espécies U. humidicola, U. ruziziensis e U. 
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decumbens; collettinsídeo III presente em U. ruziziensis e U. decumbens; penogenina-3β- O- β-

D-glicopiranosil-[(2-1)-O-α-L-ramnopiranosil-(4- 1)-O-α-L-ramnopiranosil foi identificada na 

espécies U. humidicola e U. ruziziensis; as saponinas  solanigroside H, pariphyllin A e 3-O-β-

D-glicopiranosil-(1-4)-α-L-ramnopiranosil-(1-4)-β-D-glicopiranosil-(1-4)-[α-L-ramnopiranosil-(1-2)]-

β-D-glicopiranosideo- espirosta-5-eno são apresentadas pela primeira vez na espécies U. humidicola.   

O estudo fitoquímico relizado com a espécie Cespedesia spathulata permitiu a 

descoberta de substâncias pertencentes a outras classes além do biflavonoide já identificado, 

ochnaflavona. A semelhança com o gênero Sauvagesia também pode ser verificada pela 

identificação de flavonoides C-glicosilados como a 6’’-O-acetil-vitevixa, a vitexina e a 

orientina, as duas ultimas também foram encontradas na espécie Sauvagesia erecta. Nos outros 

gêneros pertencentes à Ochnacea o padrão observadado são flavonoides O-glicosilados.  

O ensaio biológico realizado com constituintes de Cespedesia spathulata, o 

biflavonoide, as catequinas, e as partições confirmam a ação promotora da tirosinase. Indicando 

que a espécie, seu extrato e as catequinas podem ser utilizados no tratamento de alguma doença 

despigmentadora da pele.  
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