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agindo no dever mais um pouco e a obra realizada ser-te-á gloriosa benção de luz. 

Quando a revolta espicaçar-te o coração, usa a humildade e o bom entendimento mais um pouco e não 

sofrerás o remorso de haver ferido corações que devemos proteger e considerar. 

Quando a lição oferecer dificuldades à tua mente, compelindo-te à desistência do progresso individual, 

aplica-te ao problema ou ao ensinamento mais um pouco e a solução será divina resposta à tua 

expectativa. 

Quando a ideia de repouso sugerir o adiamento da obra que te cabe fazer, persiste com a disciplina mais 

um pouco e o dever bem cumprido ser-te-á coroa santificante. 

Quando o trabalho lhe parecer monótono e inexpressivo, guarda fidelidade aos compromissos assumidos 

mais um pouco e o estímulo voltará ao teu campo de ação. 

Quando a enfermidade do corpo trouxer pensamentos de inatividade, procurando imobilizar-te os braços 

e o coração, persevera com Jesus mais um pouco e prossegue ajudando a todos, agindo e servindo como 

puderes, porque o Divino médico jamais nos recebe as rogativas em vão. 

Em qualquer dificuldade ou impedimento, não te esqueças de usar um pouco de paciência, amor, 

renunciação e boa vontade, a favor de teu próprio bem estar. 

O segredo da vitória em todos os setores da vida permanece na arte de aprender, imaginar, esperar e 

fazer mais um pouco”. 
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Rf Fator de Retenção 
s simpleto 
sl simpleto largo 
SC supercrítico  
t tripleto 
tR tempo de retenção 
TMS tetrametilsilano 
UV ultravioleta  
 

OBS.: As abreviaturas, símbolos e siglas utilizados neste trabalho e que não constam nesta 
relação, encontram-se descritas no texto ou são convenções adotadas universalmente. 
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Resumo 

O presente trabalho descreve o estudo fitoquímico de cinco espécies do gênero 

Ouratea e uma do gênero Ochna, Ochna serrulata, família Ochnaceae, além de uma análise 

crítica sobre os aspectos químicos e farmacológicos do gênero Ouratea. Esse é o primeiro 

trabalho fitoquímico de Ouratea stipulata que conduziu à identificação de quatro 

biflavonoides, amentoflavona, podocarpusflavona, putraflavona e 7,7’’-di-O-metil-

lanaraflavona, através de análises por CLAE. As substâncias obtidas na investigação 

fitoquímica das espécies Ouratea hexasperma, O. ferruginea, O. semisserrata, O. cuspidata 

e Ochna serrulata foram isoladas por meio de partição com solventes orgânicos e técnicas 

cromatográfica, a partir dos extratos obtidos por maceração a frio com hexano, 

diclorometano e metanol. As estruturas foram determinadas através da análise de dados 

fornecidos por espectrometria na região do infravermelho, RMN 1H e 13C (técnicas 1D e 

2D), de massas incluindo CG-EM e CLAE-EM das substâncias naturais e de alguns 

derivados. O extrato em acetato de etila das folhas de O. cuspidata forneceu os triterpenos: 

ácido 3β-O-acil-maslínico, ácido 2α-O-acil-maslínico e ácido maslínico. Na fração em 

diclorometano das folhas de O. semisserrata foi identificado e isolado um biflavonoide, 

heveaflavona, e da fração em acetato de etila das folhas dessa mesma espécie foram 

isolados:  ácido benzóico, ácido p-hidroxibenzóico, ácido 2-hidroxi-5-O-(6’-O-(4-

hidroxibenzoil)-β-D-glucopiranosil)-benzóico e o ácido 2-hidroxi-5-O-(β-D-glucopiranosil)-

benzóico. A fração em diclorometano das folhas de O. ferruginea forneceu a putraflavona. O 

fracionamento do extrato em diclorometano das folhas de O. hexasperma conduziu ao 

isolamento de 2,5-dimetoxibenzoquinona, betulina e prunetina. O fracionamento do extrato 

metanólico da inflorescência de O. hexasperma resultou no isolamento de amentoflavona, 

apigenina e luteolina. Do fracionamento cromatográfico da fração em acetato de etila do 

caule de O. hexasperma foi isolado o lithospermosídeo e da fração em diclorometano o 

trans-3-O-metil-resveratrol-2-C-β-glicosídeo. O extrato metanólico de folhas de Ochna 

serrulata forneceu as biflavonas 2’’,3’’-dihidroochnaflavona e ochnaflavona, além do 6’’-

acetil-scoparosídeo. Cinco diferentes frações contendo mistura de biflavonoides foram 
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obtidas de O. hexasperma, O. ferruginea e O. semisserrata. Essas frações foram analisadas 

por CLAE e CL-EM e avaliada em ensaios anticâncer e enzimático. As frações 

biflavonoídicas apresentaram atividade antiproliferativa frente a todas as linhagens de 

células neoplásicas testadas. Os ensaios enzimáticos realizados com as frações 

biflavonoídicas apresentaram moderada atividade inibitória frente às enzimas CYP1A e alta 

atividade inibitória frente as enzimas catepsinas. Esse estudo também avaliou a viabilidade 

técnica do uso do dióxido de carbono como solvente supercrítico na extração de óleo 

contendo biflavonoides de folhas de O. hexasperma. O experimento levou a obtenção de 

extratos com alta concentração de biflavonoides usando dióxido de carbono supercrítico e 

etanol como co-solvente. 

 

 

Palavras-chave: Ouratea, Ochna, biflavonoides, anticâncer, fluido supercrítico. 
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Abstract 

 

This work describes the phytochemical study of five Ouratea species and Ochna 

serrulata, Ochnaceae, beside of the critical analyze from chemical and pharmacological 

aspects. This is the first phytochemical study of the context of a specimen of Ouratea 

stipulata with identification of four biflavonoids, amentoflavone, podocarpusflavone, 

putraflavone and 7,7’’-di-O-methyl-lanaraflavone, by HPLC. Compounds obtained from 

Ouratea hexasperma, O. ferruginea, O. semisserrata, O. cuspidata and Ochna serrulata 

were isolated by the solvents partition and chromatographyc techniques of the extracts 

obtained by maceration at room temperature with hexane, dichloromethane, ethyl acetate 

and methanol. The structures were determined through analysis of data provided by IR, 1H 

and 13C NMR (1D and 2D techniques), mass spectrometry including GC-MS and HPLC-MS 

of natural compounds and some derivatives. From the leaves ethyl acetate extract of O. 

cuspidate were isolated three triterpene: 3β-O-acyl-maslinic acid, 2α-O-acyl-maslinic acid 

and maslinic acid. From leaves dichloromethane fraction of O. semisserrata was isolated a 

biflavonoid, heveaflavone, and  from leaves ethyl acetate fraction the benzoic acid, p-

hydroxy-benzoic acid, 2-hydroxy-5-O-(6’-O-(4-hydroxybenzoyl)-β-D-glucopiranosyl)-

benzoic acid and 2-hydroxy-5-O-(β-D-glucopiranosyl)-benzoic acid were isolated. From 

leaves dichloromethane fraction of O. ferruginea was isolated putraflavone. 

Dichloromethane extract of O. hexasperma yielded the compounds: 2,6-

dimethoxybenzoquinone, betulin and prunetin. The inflorescence methanol extract of O. 

hexasperma obtained amentoflavona, apigenin and luteolin. From stem ethyl acetate fraction 

of O. hexasperma afforded lithospermosideo and from fraction of the dichloromethane trans-

3-O-methyl-resveratrol-2-C-β-glucoside. The leaves methanol extract of Ochna serrulata 

afforded two biflavones, 2’’,3’’-dihydroochnaflavone and ochnaflavone. Five different 

fraction containing moisture of biflavonoids were obtained de O. hexasperma, O. ferruginea 

and O. semisserrata. Thoses fractions were analyzed by HPLC and LC-MS, and evaluated 

by anticancer and enzymatic assays. Biflavonoids fractions showed antiproliferative activity 
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against all cancer cell lines evaluated. The enzymatic assays (realized biflavonoids fractions) 

showed moderate inhibitory activity against CYP1A enzymes and high inhibitory activity 

against cathepsins enzymes. This study also evaluated the technical feasibility of carbon 

dioxide use, as a solvent in supercritical state, in the oil extraction containing biflavonoids 

from leaves of Ouratea hexasperma. The experiment led to obtain extracts with high 

concentration of biflavonoids used supercritical carbon dioxide and ethanol as co-solvent. 

 

Palavras-chave: Ouratea, Ochna, biflavonoids, anticancer, supercritical fluid. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

A química de produtos naturais representa hoje uma das áreas com maior 

interdisciplinaridade, contribuindo com o desenvolvimento de diversas áreas da ciência, tais 

como: Farmacologia, Botânica, Agricultura, Evolução e Ecologia Química. Outro fator 

relevante e que mais tem motivado o investimento em pesquisa nesta área é o elevado valor 

econômico que alguns constituintes químicos apresentam. A obtenção por fontes naturais é, 

muitas vezes, a única forma de obtê-los. A estrutura complexa e vários centros estereogênicos 

dificultam a síntese de substância natural que podem apresentar aplicações relevantes, como o 

taxol (anticancerígeno) e a azadiractina (pesticida agrícola) (BUCKINGHAM et al., 1998; 

WALL & WANI, 1996, 1998; CHADWICK & MARSH, 1990).  

Um mesmo material vegetal pode fornecer diferentes derivados de droga como: sumo, 

cera, exsudato, óleo, extrato, tintura ou frações seletas; dependendo do tipo de extração a que 

ele seja submetido. O uso destes derivados para fins medicinais vem estimulando cada vez 

mais pesquisas na área de fitoterápico na intenção de obter novos agentes terapêuticos. Como 

exemplo encontramos o fitoterápico Ginkgo biloba, no qual o seu efeito deve-se a um extrato 

padronizado rico em flavonóides (24%) e lactonas terpênicas (6%) obtida dos extratos das 

suas folhas. Fitoterápico Ginkgo biloba tem cerca de 20 substâncias ativas que respondem 

juntas pelo efeito terapêutico, sem a totalidade simultânea das quais, o mesmo efeito não se 

alcança na plenitude. O extrato padronizado EGb761 é a mais ativa de Ginkgo biloba e é um 

dos fitoterápicos mais usados em todo o mundo (MACARENO et al., 2001). 

A demanda por produtos de alto valor agregado obtidos de matéria–prima vegetal tem 

aumentado o interesse por novos processos de extração, principalmente devido às exigências 

das indústrias alimentícia e farmacêutica quanto a produtos livres de resíduos de solvente e 

impurezas de processo. A tecnologia de extração com fluido supercrítico atende a essas 

exigências, com o uso de CO2 como solvente, e tem se mostrado eficiente na obtenção de 

vários produtos de origem natural como óleos essenciais, lipídios, carotenoides, ácidos 

cinâmicos, esteroides, terpenoides, alcaloides e flavonoides (REVERCHON & MARCO, 

2006).  

Dentre as diversas classes de metabólitos especiais, tem-se observado um interesse 

crescente no estudo da atividade biológica de plantas que contém flavonoides. Os flavonoides 

estão diretamente ligados ao mecanismo de defesa das plantas, proteção contra radiação 
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ultravioleta, agentes polinizadores e pigmentação em flores. Na literatura destacam-se as 

inúmeras atividades biológicas como: antioxidante, anti-inflamatório, antitumoral, 

antibacteriano, entre outros (ANDERSEN & MARKHAM, 2006). 

 Flavonoides são encontrados em diversas famílias, no entanto, algumas famílias ou 

gêneros são capazes de biossintetisar biflavonoides com grande diversidade estrutural. Em 

levantamento na literatura verificou-se que a família Ochnaceae apresenta essa característica. 

O grupo de pesquisa em Química de Produtos Naturais da UFRRJ tem realizado estudos com 

algumas espécies de Ochnaceae, como as pertencentes aos gêneros Ouratea, Luxemburgia e 

Salvagesia. O estudo de novas espécies e/ou a continuação do estudo de espécies 

anteriormente trabalhadas pode conduzir a novas informações e direcionar a melhor aplicação 

e utilização de plantas da nossa flora. 

 O presente trabalho teve como objetivo aprofundar o conhecimento sobre a família 

Ochnaceae, por meio do estudo químico e biológico de espécies dos gêneros Ouratea e 

Ochna, além de investigar o uso da extração com fluido supercrítico, como técnica 

alternativa, na obtenção dos constituintes bioativos, como biflavonoides. Considerações sobre 

aspectos quimiossistemáticos, etnofarmacológicos e biológicos foram realizadas para melhor 

compreensão do perfil do gênero Ouratea.  
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2. ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DE OUTROS CONSTITUINTES DE ESPÉCIES de 

Ouratea E Ochna 
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2.1. INTRODUÇÃO 

A pesquisa em Química de Produtos Naturais tem sido intensificada em quase a 

totalidade dos países considerados desenvolvidos e em desenvolvimento (BRAZ-FILHO, 

1994). Diversos trabalhos são conduzidos em diferentes áreas da ciência em parceria com a 

Química de Produtos Naturais. A multidisciplinaridade é decorrente da necessidade de obter 

informações sobre a composição química de plantas e outros organismos vivos que possam 

ser utilizados para alimentação humana e animal, para obtenção de medicamentos, 

cosméticos, pesticidas e etc. Uma das razões mais relevantes para o desenvolvimento de 

trabalhos na área de Química de Produtos Naturais é a necessidade de se obter fontes naturais 

de novos medicamentos. À exemplo tem-se a medicina tradicional chinesa que desenvolveu-

se com tal grandiosidade e eficiência que muitas espécies medicinais continuam sendo 

estudadas na busca pelo entendimento de seu mecanismo de ação e no isolamento dos 

princípios ativos (VIEGAS JR et al., 2006).  

A família Ochnaceae apresenta ampla distribuição nas regiões tropicais e subtropicais 

de todo o mundo e muitas de suas espécies são utilizadas na medicina caseira de países como 

Brasil, Camarões, Nigéria, Congo e Gabão da África (BOUQUET, 1969). Os estudos 

científicos realizados até o momento são, principalmente, de espécies de Lophira, 

Luxemburgia, Ouratea e Ochna, os quais apresentam a descrição de espécies com 

composição química rica em flavonoides de estrutura complexa como bi, tri e 

pentaflavonoides (FIDELIS et al., 2014; BANDI et al., 2012). 

No Brasil, o gênero Ouratea apresenta o maior número de espécies. Algumas dessas 

espécies foram estudadas pelo Grupo de Pesquisa de Produtos Naturais da Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) e revelaram a presença de várias classes de 

substâncias, flavonoides (principalmente biflavonoides), terpenoides, esteroides, ligninas, 

norisoprenoides, benzofuranonas, depsídeo, alcaloides, carboidrato, derivados de ácido 

benzóico e cinâmico, além de ésteres de acido graxo. Dentre essas classes, os dímeros de 

flavonoides se destacam devido à frequência e diversidade estrutural decorrente, 

principalmente, dos diferentes padrões de ligações entre seus monômeros (SUZART, 2007).  

As espécies de Ouratea avaliadas em ensaios biológicos, utilizando frações ou 

biflavonoides isolados, mostraram um potencial bioativo promissor, principalmente em 

ensaios antitumorais, enzimáticos e antimicrobianos.  
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Alguns trabalhos relevantes como a atividade citotóxica contra células de sarcoma 180 

(GRYNBERG et al., 1994), a atividade inibitória das enzimas DNA topoisomerase humana 

tipo I e II-α e do crescimento de células de carcinoma de Ehrlich e células de leucemia 

humana K562 apresentadas por biflavonoides de O. hexasperma  e O. semisserrata 

(GRYNBERG et al., 2002) são exemplos do potencial anticâncer dos biflavonoides de 

Ouratea. Há também a atividade inibitória sobre a enzima aldose redutase de cristalino 

bovino promovida por biflavonas isoladas da O. spectabilis (FELÍCIO, et. al., 1995) que 

indica uma possível aplicação terapêutica contra cataratas, retinopatia e neuropatia, 

patogêneses relacionadas as complicações da diabetes.   

A bioatividade não está restrita aos biflavonoides isolados, os extratos e frações 

também apresentam efeitos terapêuticos, como o extrato hidroalcoólico e a fração acetato de 

etila de caules de O. semiserrata que inibiram a conversão da enzima angiotensina I in vitro 

apresentando atividade vasodilatadora (BRAGA et al.,2000), o mesmos extrato hidroalcoólico 

também mostrou atividade vasodilatadora em anéis de aorta (in vitro) pré-contraídos com 

fenilefrina, sugerindo a espécie como fonte de substâncias bioativas, potencialmente úteis 

para o tratamento da hipertensão primária (VALADARES et al., 2003). 

Verifica-se que as espécies do gênero Ouratea apresentam um arsenal bioativo que 

inclui, não apenas constituintes isolados como os biflavonoides, mas também extratos e 

frações, os quais podem vir a se tornarem possíveis medicamentos com o aprofundamento 

desses estudos.   

O material oriundo de espécies deste gênero deve ser submetido à estudos adicionais, 

visando não apenas a busca de outros constituintes, mas também para detectar novas 

propriedades e aprofundar os estudos já realizados que apresentam potencial bioativo de 

frações ou constituintes isolados. Neste sentido, foi realizado neste trabalho o isolamento de 

frações contendo biflavonoide para avaliação biológica e o isolamento de outros constituintes 

de espécies de Ouratea e Ochna, além de considerações sobre os aspectos químicos e 

farmacológicos, os quais são apresentados nos capítulos I e II.  
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2.2. OBJETIVOS 

2.2.1. Objetivo Geral 

• Realizar extração, isolamento e purificação de frações contendo flavonoides e outros 

constituintes, por meio de técnicas cromatográficas e métodos espectrométricos, para 

acrescentar informação sobre as espécies de Ouratea e Ochna. 

• Obter material para ensaios biológicos. 

 

2.2.2. Objetivos Específicos 

• Realizar a coleta de material vegetal em colaboração com o técnico botânico 

responsável pela identificação das espécies, 

• Preparar extratos do material vegetal de cada espécie por maceração à frio, 

• Realizar partição líquido-líquido dos extratos,  

• Realizar o fracionamento cromatográfico de extratos e frações, empregando a cada um 

a técnica cromatográfica mais adequada de acordo com suas características químicas, 

• Purificar as frações contendo biflavonoides e substâncias isoladas no fracionamento 

cromatográfico usando técnicas cromatográficas preparativas e técnicas de 

precipitação e recristalização. 

•  Identificar os constituintes isolados e presentes nas frações por RMN, IV, CLAE, LC-

EM e comparação com padrões e dados da literatura de acordo com a necessidade de 

cada um. 

• Avaliar frações e constituintes isolados para ensaios biológicos 
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2.3. REVISÃO DA LITERATURA 

A família Ochnaceae pertence à ordem Theales (CRONQUIST et al., 1988; 

DAHLGREN et al., 1980) ou Ochnales (TAKHTAJAN et al., 1997) e têm sido incluída na 

subclasse Dilleniidae (AMARAL et al.,1998). Encontram-se nesta família cerca de 35 

gêneros e 600 espécies de ampla distribuição nas regiões tropicais e subtropicais de todo o 

mundo (WATSON & DALLWITZ, 2000). No Brasil, ocorrem aproximadamente nove 

gêneros com 105 espécies (JOLY et al.,1988). São plantas essencialmente arbóreas ou 

arbustivas (CURTIS et al., 1960). São encontrados na literatura trabalhos que descrevem o 

estudo químico e biológico de espécies de apenas alguns gêneros, como Brackenridgea, 

Campylospermus, Cepedesia, Godoya, Lophira, Luxemburgia, Ochna e Ouratea 

(STEENKAMP et al., 2007; MANGA et al. 2009; LOBSTEIN et al., 2004; BENEDEK et al., 

2006; TIH et al, 2003; CARVALHO et al., 2000; BANDI et al, 2012; SUZART et al., 2007). 

As espécies de Ochnaceae já estudadas são bioprodutoras principalmente de 

flavonoides (MOREIRA et al., 1994) e biflavonoides (MBING et al., 2003a, 2003b), sendo os 

gêneros Ouratea, Luxemburgia, Ochna e Lophira, os representantes da família que possuem 

mais informações quanto à composição química até o momento. Na espécie Luxemburgia 

foram detectados os biflavonóides derivados de chalconas, como luxenchalcona (C-3'→O-C-

4’’’, Figura 1, p. 8) estrutura semelhante às encontradas em Lophira (TIH et al., 1990; 

GHOGOMU TIH et al., 1990) e Ochna (PEGNYEMB et al., 2001). Analisando os 

metabolitos isolados de Luxemburgia, Lophira e Ochna observa-se um perfil biossintético 

semelhante entre eles. A presença de biflavonoides com padrão de ligação C-3’→O-C-4’’’, 

como ochnaflavona (Figura 1, p. 8), em espécies desses gêneros confirma a semelhança dos 

gêneros (CARVALHO et al., 2004). Por outro lado, Ouratea tem tendência em metabolizar 

os dímeros de flavonas com esqueleto do tipo amentoflavona e agatisflavona. A frequência e a 

diversidade estrutural dos biflavonóides em espécies desses gêneros permitem utilizá-los 

como marcadores quimiotaxonômicos (SUZART et al., 2007). 
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Figura 1. Estruturas de biflavonoides encontrados nos gêneros Lophira, Luxemburgia, Ochna 
e Ouratea. 

 

2.3.1. Gênero Ouratea  

Em espécies do gênero Ouratea foram encontrados vários monoflavonoides como 

flavona, 1-10; flavonóis, 11-16; flavanonois, 17; isoflavonas, 18-27 e flavan-3-ol, 28-31 

(Tabela 1, p. 11; Figura 2, p. 14). 

Pode-se verificar uma predominância de monoflavonoides glicosilados, que 

apresentam tanto ligações C-glicosídeo como O-glicosídeo, as unidade glicosídicas mais 

comuns são glicose e galactose, sendo que dentre os diversos esqueletos de monoflavonoides 

encontrados nestas espécies, apenas o esqueleto de isoflavona não apresentou glicosilação. 

Cinco C-glicosilflavonas foram isoladas de O. hexasperma, 6-C-glucopiranosil-luteolina (4), 

de folhas (DANIEL et al., 2005), e swertisina (5), swertiajaponina (6), vitexina (7), e orientina 

(8) de inflorescência (SUZART et al., 2012). Acetil derivados de vitexina foram isolados de 

folhas de O. gilgiana, 6”-O-acetilvitexina (9, NJOCK et al., 2012), e de O. turnarea, 2’’-O-

acetil-7-O-metil vitexina (10, MBING et al., 2009). 

Flavonoides prenilados também foram encontrados no gênero. Dois novos 

prenilflavonoides, 6-β-β-dimetilalilkaempferol-7-O-β-glicosídeo (16) e 6-β-β-

dimetilalilaromadendrin-7-O-β-glicosídeo (17), foram isolados de galhos de O. hexasperma 

(CARVALHO et al., 2008b). 

Dentre as isoflavona isoladas, encontra-se a lanceolona (23) que também apresenta 

uma unidade prenila, que nesta substância aparece na forma de um anel heterocíclico. 
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Isoflavonas metiladas são as mais frequentemente isoladas de espécies de Ouratea, no 

entanto, algumas isoflavonas raras como a 3’,6,8-tricloro-4’,5-diidroxi-7-metoxi-isoflavona 

(26) e 3’,5’,6,8-tetracloro-4’,5-didroxi-7-metoxi-isoflavona (27) foram encontradas apenas em 

extratos de galhos de O. semisserrata (VELANDIA et al., 1998b; 2002). 

Os biflavonoides encontrados neste gênero são substâncias diméricas como flavona-

flavona 32-53; flavona-flavanona, 54-56; flavona-flavanonol, 57; flavanonol-flavanonol, 58-

59; chalcona-chalcona, 63-68; chalcona-flavona, 66; e raramente, biisoflavanona, 60-62, além 

de dímeros de flavan-3-ol 70-72 apresentados na Figura 3, p. 15. 

No gênero Ouratea as biflavonas, amentoflavona (32, C-3'→C-8"), agathisflavone 

(42, C-6→C-8"), e seus derivados O-Me, 33-46, foram relatados principalmente nas folhas de 

diversas espécies. Estes biflavonoides são os mais indicados como marcadores 

quimiotaxonômicos deste gênero. No entanto, outros dímeros foram descritos ocasionalmente, 

tal como 4'''-O-metil-robustaflavone (47, C-3'→C-6"), obtido de folhas de O. semisserrata 

(BOSSO, 2003), e (C-6 →C-6")-bigenkwanin (48), isolado em conjunto com 45, de folhas de 

O. spectabilis (FELÍCIO et al., 1995). O padrão de ligação entre os monômeros (C-6→C-8”) 

também foi observado em dímeros do tipo flavona-flavanona como zenkeriana A (54), 

zenkeriana B (55) e rhusflavona (56), obtidas de folhas de O. zenkeri (MBING et al., 2009), e 

um novo biflavanonol, 3-hidroxi-4’,5,7-trimetoxiflavona-(C-6→C-8”)-3”-hidroxi-

3”’,4”’,5”,7”-tetrametoxiflavona (59), isolado de folhas de O. multiflora (FELÍCIO et al., 

2001a). 

Alguns biflavonoides com ligação C-O-C entre os monômeros já foram encontrados 

em espécies de Ouratea. Lanaraflavona (C-4'-O→C-8’’) (49) e seus O-metil derivados, 50-

51, foram isolados de folhas de O. semisserrata e 52 foi obtido de folhas de O. hexasperma 

(VELANDIA et al, 2002; DANIEL et al, 2005). Ochnaflavona (C-3'-O→C-4'") (53) é 

comumente encontrado em espécies de Ochna e foi encontrado apenas em O. staudtii 

(ZINTCHEM et al., 2007). No entanto, o padrão de ligação (C-3'-O→C-4’’’) característico de 

ochnaflavona, também é encontrado em sulcatona A (57), uma flavona-flavanonol, e em 3-

hidroxi-2,3-diidroapigenil-(C-4’’’-O→C-3’)-diidrokaempferol (58), uma flavanona-

flavanonol, isolada de folhas de O. sulcata (PEGNYEMB et al., 2005). 

A presença de lophirona A (63) e lophirona G (64) em folhas de espécies de Ouratea 

de origem africana revela a proximidade destas espécies com as espécies do gênero Lophira e 
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Ochna, onde estas bichalconas são comumente encontradas (ver Tabela 1, p. 11 e Figura 2, 

p. 14). 

A ocorrência de biflavonoides em caule, casca do caule, galhos ou raízes de espécies 

de Ouratea é marcada por dímeros de chalcona encontrados em várias espécies de Ouratea, 

principalmente em espécies do continente africano. 

As bichalconas flavumona A (65), calodenina B (66), e o dímero chalcona-flavona, 

flavumona B (66), foram isolados de cascas do caule de O. flava (MBING et al., 2003a; 

ZINTCHEM et al., 2008). Já as raízes de O. turnarea forneceram a lophirona C (67) e a 

isolophirona C (68), biflavonoides não encontrados nas espécies de Ouratea do Brasil. 

As raízes de O. hexasperma, coletadas no cerrado Amazonense, mostram ser 

bioprodutoras de biisoflavanonas raras como a hexaspermona A (60), B (61) e C (62), as 

quais foram relatadas, nesta espécie, pela primeira vez na literatura (MOREIRA et al., 1994). 

Dentre os primeiros trabalhos fitoquímicos realizados com espécies de Ouratea, 

encontram-se o isolamento e identificação de dímeros de proantocianidina, os epímeros 

proantocianidina A (71) e B (72), isolados de raízes de Ouratea sp. (MONACHE et al., 

1967a,b,c; 1970). Em trabalho mais recente, o dímeros de flavanol calodenina C foi isolado 

de cascas do caule de O. flava (MBING et al., 2003a). 

São encontradas substâncias da classe dos terpenoides em folhas, ramos, flores e caule 

de espécies de Ouratea. Os mais comuns são α-amyrina (73), β-amyrina (74), lupeol (75) e 

friedelina (78). Um novo triterpenos com esqueleto lupano, lup-15,20(29)-dien-3β,28-diol 

(83), foi isolado do extrato etanólico de folhas de O. multiflora (FELÍCIO et al., 2001a). Três 

diterpenos foram isolados de duas espécies de Ouratea, 16α-hidroxikaurano (84) e o ácido 

16α-hidroxikauran-19-oico (85) de O. parviflora (FELÍCIO et al., 2004), e ácido 16α,17-

diidroxikauran-19-oico (86) de O. semisserrata (VELANDIA et al., 1998a), ver Figura 4, p. 

17 e Tabela 2, p. 15. 

A presença de esteroides em misturas como a de sitosterol (87), estigmasterol (88) e 

campesterol (89) é comum nas espécies desse gênero (ver Figura 4, p. 17 e Tabela 2, p. 15). 

Outros esteroides, como 7-oxoestigmat-5-en-3β-ol (92) e 7-oxoestigmasta-5,22-dien-3β-ol 

(93), foram encontrados apenas em O. semisserrata (VELANDIA et al., 2002). Esteroides 

glicosilados também são encontrados como mistura de 3-O-β-glicopiranosilsitosterol (90) e 3-

O-β-glicopiranosilestigmasterol (91). 
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Vários outros metabólitos de diferentes classes já foram encontrados no gênero 

Ouratea, sendo estes menos frequentes, como lignina (94-95), norisoprenoide (96), 

diidrobenzofuranona (105-106), depsídeo (107), alcaloide indólico (108), carboidrato, 

derivados de ácido benzóico e cinâmico, além de ésteres de acido graxo (ESTEVAM et al., 

2006; ROSA, 1939a,b). Tabela 3 apresenta os constituintes 94-137 (Figura 5, p. 19).  

Além desta compilação sobre a ocorrência de constituintes químicos deste gênero 

foram feitas considerações sobre as propriedades biológicas (Capítulo II; pág. 173) (FIDELIS 

et al., 2014). Todas essas descrições e considerações sobre o gênero Ouratea revelam que, 

apesar dos vários estudos químicos e biológicos já realizados, ainda se faz necessário 

investigar melhor outras possíveis propriedades que as espécies de Ouratea podem ter, 

gerando mais informações sobre o gênero. 

 

Tabela 1. Flavonoides (1-31) e biflavonoides (32-72) de espécies de Ouratea 

No. Substâncias Planta Parte Ref 
1 Apigenina O. parviflora Folhas Araújo et al., 2011 
2 5,4’-diidroxi-3’,5’,7-trimetoxiflavona O. castaneifolia Caule Nascimento et al., 2009 
3 5,74’-triidroxi-3’,5’-dimetoxiflavona O. cuspidata Folhas Suzart, 2007b 
4 6-C-glicopiranosil-luteolina O. hexasperma Folhas Daniel et al, 2005 
5 Swertisina O. hexasperma Flor Suzart et al., 2012 
6 Swertiajaponina O. hexasperma Flor Suzart et al., 2012 
7 Vitexina O. hexasperma Flor Suzart et al., 2012 
8 Orientina O. hexasperma Flor Suzart et al., 2012 
9 6”-O-acetilvitexina O. gilgiana Folhas Njock et al., 2012 
10 2”-O-acetil-7-O-metilvitexina  O. turnarea Folhas Mbing et al., 2009 
11 3’-O-metil-quercetina O. cuspidata Caule Suzart, 2007b 
12 5,7,4’-triidroxi-3’-metoxi-3-β-O-D-

galactopiranosilflavona  
O. cuspidata Caule Suzart, 2007b 

13 Gossypetin-3-O-β-galactopiranosídeo O. parviflora Folhas Felicio et al., 2004 
14 Rutina O. hexasperma Flor Suzart et al., 2012 
15 Quercetin-3-O-glicosídeo O. hexasperma Folhas Daniel et al, 2005 
16 6-β-β-dimetilalilkaempferol-7-O-β-glicosídeo O. hexasperma Ramos Carvalho et al., 2008b 
17 6-β-β-dimetilalilaromadendrin-7-O-β-

glicosídeo 
O. hexasperma Ramos Carvalho et al., 2008b 

18 5,4’-diidroxi-7,5’,3’-trimetoxi-isoflavona O. ferruginea Caule Fidelis et al., 2012 
19 7,3’-di-O-metilorobol O. ferruginea Caule Fidelis et al., 2012 
20 5-hidroxi-7,3’4’5’-tetrametoxi-isoflavona O. ferruginea Caule Fidelis et al., 2012 
21 Piscigenina O. ferruginea Caule Fidelis et al., 2012 
22 4’,5,7-trimetoxiisoflavona O. hexasperma Raiz Moreira et al., 1994 
23 Lanceolona O. turnarea Folhas Mbing et al., 2009 
24 4’,5-dimetoxi-6,7-metilenedioxiisoflavona O. turnarea  Folhas Mbing et al., 2009 
  O. flava Casca do 

caule 
Mbing et al., 2006 

25 3’-metoxiirilona O. flava Casca do 
caule 

Mbing et al., 2006 

26 3’,6,8-tricloro-4’,5-diidroxi-7- O. semisserrata Madeira Velandia et al., 1998b 
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metoxiisoflavona 
  O. semisserrata Ramos Velandia et al., 2002 
27 3’,5’,6,8-tetracloro-4’,5-diidroxi-7-

metoxiisoflavona 
O. semisserrata Madeira Velandia et al., 1998b 

  O. semisserrata Ramos Velandia et al., 2002 
28 Epicatequina O. ferruginea Folhas Fidelis et al., 2012 
  O. hexasperma Folhas Daniel et al., 2005 
29 (-)-3,3',5,5',7-pentaidroxi-4'-metoxiepicatecol O. sp. Raiz Monache et al., 1967a,b 
30 Catequina O. sp. Raiz Monache et al., 1967c 
31 Cianidina O. affins - Gartlan et al., 1980 
  O. calantha - Gartlan et al., 1980 
32 Amentoflavona O. aquatica Folhas Lima et al., 2006 
  O. castaneifolia Folhas Nascimento et al., 2009 
  O. cuspidata Folhas Suzart et al;., 2007b 
  O. elongata Folhas Bikobo et al., 2009 
  O. ferruginea Folhas Fidelis et al., 2012 
  O. gilgiana Folhas Njock et al., 2012 
  O. microdonta Folhas Carvalho et al., 2008a 
  O. multiflora Folhas Felício et al., 2001a 
  O. parviflora Folhas Araújo et al., 2011 
  O. semisserrata Folhas Velandia et al., 2002 
  O. staudtii Folhas Zintchem et al., 2007 
  O. sulcata Folhas Pegnyemb et al., 2005 
  O. turnarea Raiz Zintchem et al., 2008 
  O. zenkeri Folhas Mbing et al., 2009 
33 Bilobentina O. elongata Folhas Bikobo et al., 2009 
  O. staudtii Folhas Zintchem et al., 2007 
34 Sequoieflavona O. ferruginea Folhas Fidelis et al., 2012 
  O. elongata Folhas Bikobo et al., 2009 
35 Podocarpusflavona A O. elongata Folhas Bikobo et al., 2009 
  O. multiflora Folhas Carbonezi et al., 2007 
  O. semisserrata Folhas Velandia et al., 2002 
  O. semisserrata Ramos Velandia et al., 2002 
  O. staudtii Folhas Zintchem et al., 2007 
36 7,7”-di-O-metilamentoflavona O. castaneifolia Folhas Nascimento et al., 2009 
37  7”,4’”-di-O-metilamentoflavona O. multiflora Folhas Carbonezi et al., 2007 

38 7,4’-di-O-metilamentoflavona O. semisserrata Folhas Bosso, 2003 
39 Putraflavona O. cuspidata Folhas Suzart, 2007b 
40 Heveaflavona O. castaneifolia Folhas Nascimento et al., 2009 
  O. multiflora Folhas Carbonezi et al., 2007 
41 4’,4”’,7,7”-tetra-O-metilamentoflavona O. castaneifolia Folhas Nascimento et al., 2009 
42 Agathisflavona O. gilgiana Folhas Njock et al., 2012 
  O. hexasperma Folhas Daniel et al., 2005 
  O. microdonta Folhas Carvalho et al., 2008a 
  O. 

nigroviolacea 
Folhas Mbing et al., 2006 

  O. parviflora Folhas Araújo et al., 2011 
  O. staudtii Folhas Zintchem et al., 2007 
  O. sulcata Folhas Pegnyemb et al., 2005 
43 7”-O-metilagatisflavona O. hexasperma Folhas Daniel et al., 2005 
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  O. microdonta Folhas Carvalho et al., 2008a 
  O. parviflora Folhas Araújo et al., 2011 
44 Ouratina B O. 

nigroviolacea 
Folhas Mbing et al., 2006 

45 7,7”-di-O-metilagatisflavona O. spectabilis Folhas Felício et al., 1995 
  O. parviflora Folhas Felício et al., 2004 
46 Ouratina A O. 

nigroviolacea 
Folhas Mbing et al., 2006 

47 4’’’-O-metilrobustaflavona O. semisserrata Folhas Bosso, 2003 
48 (6→6”)-bigenkwanina O. spectabilis Folhas Felício et al., 1995 
49 Lanaraflavona O. semisserrata Folhas Velandia et al., 2002 
50 7-O-metillanaraflavona O. semisserrata Folhas Velandia et al., 2002 
51 7,4’”-di-O-metillanaraflavona O. semisserrata Folhas Velandia et al., 2002 
52 7,7”-di-O-metillanaraflavona O. hexasperma Folhas Daniel et al., 2005 
 53 Ochnaflavona O. staudtii Folhas Zintchem et al., 2007 
54 Zenkeriana A O. zenkeri Folhas Mbing et al., 2009 
55 Zenkeriana B O. zenkeri Folhas Mbing et al., 2009 
56 Rhusflavona O. zenkeri Folhas Mbing et al., 2009 
57 Sulcatona A O. sulcata Folhas Pegnyemb et al., 2005 
58 3-hidroxi-2,3-diidroapigenil-(C-4’-O→C-3’)-

diidrokaempferol 
O. sulcata Folhas Pegnyemb et al., 2005 

59 3-hidroxi-4’,5,7-trimetoxiflavona-(C-6-O→C-
8”)-3”-hidroxi-3”’,4”’,5”,7”-
tetrametoxiflavona 

O. multiflora Folhas Carbonezi et al., 2007 

60 Hexaspermona A O. hexasperma Raiz Moreira et al., 1999 
61 Hexaspermona B O. hexasperma Raiz Moreira et al., 1999 
62 Hexaspermona C O. hexasperma Raiz Moreira et al., 1999 
 63 Lophirona A O. elongata Folhas Bikobo et al., 2009 
  O. flava Folhas Mbing et al., 2003b 
  O. flava Casca do 

caule 
Mbing et al., 2003a 

  O. staudtii Folhas Zintchem et al., 2007 
  O. sulcata Folhas Pegnyemb et al., 2005 
  O. turnarea Folhas Mbing et al., 2009 
  O. zenkeri Folhas Mbing et al., 2009 
64 Lophirona G O. flava Folhas Mbing et al., 2003b 
65 Flavumona A O. flava Casca do 

caule 
Mbing et al., 2003a 

66 Calodenin B O. flava Casca do 
caule 

Mbing et al., 2003a 

  O. turnarea Raiz Zintchem et al., 2008 
67 Lophirona C O. turnarea Raiz Zintchem et al., 2008 
     
68 Isolophirona C O. turnarea Raiz Zintchem et al., 2008 
69 Flavumona B O. flava Casca do 

caule 
Mbing et al., 2003a 

70 Calodenin C O. flava Casca do 
caule 

Mbing et al., 2003a 

71 Proantocianidina A O. sp. Raiz Oliveira et al., 1972 
72 Proantocianidina B O. sp. Raiz Oliveira et al., 1972 
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Figura 2. Estruturas de flavonoides 1-31, e biflavonoides 32-56. 
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Figura 3. Estruturas de biflavonoides 57-72 isolados de espécies do gênero Ouratea 

Tabela 2. Terpenoides (73-86) e esteroides (87-93) de espécies do gênero Ouratea  

No. Compounds  Plant  Part Ref. 
73  α-amirina O. castaneifolia Folhas Nascimento et al., 2009 

  O. cuspidata Folhas Suzart et al., 2007a 

  O. microdonta Folhas Carvalho et al., 2008a 

74 β-amirina O. castaneifolia Folhas Nascimento et al., 2009 

  O. cuspidata Folhas Suzart et al., 2007a 

  O. microdonta Folhas Carvalho et al., 2008a 

  O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 

75 Lupeol O. castaneifolia Folhas Nascimento et al., 2009 
  O. cuspidata Folhas Suzart et al., 2007a 
  O. flava Folhas Mbing et al., 2003b 
  O. floribunda Madeira Carvalho et al., 2000 
  O. hexasperma Ramos Carvalho et al., 2008b 
  O. microdonta Folhas Carvalho et al., 2008a 
  O. semiserrata Folhas Velandia et al., 2002 
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76 Taraxerol O. castaneifolia Folhas Nascimento et al., 2009 
  O. castaneifolia Caule Nascimento et al., 2009 
77 Germanicol O. castaneifolia Folhas Nascimento et al., 2009 
78 Friedelina O. castaneifolia Caule Nascimento et al., 2009 
  O. ferruginea Folhas Fidelis et al., 2012 
  O. floribunda Madeira Carvalho et al., 2000 
  O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
  O. parviflora Folhas Araújo et al., 2012 
  O. semiserrata Folhas Velandia et al., 2002 
79 3-β-friedelinol O. castaneifolia Caule Nascimento et al., 2009 

  O. ferruginea Folhas Fidelis et al., 2012 
  O. floribunda Madeira Carvalho et al., 2000 
80 Lupeona O. ferruginea  Folhas Fidelis et al., 2012 
  O. flava Folhas Mbing et al., 2003b 
81 Ácido 3-β-O-acil-olean-12-en-28-óico  O. hexasperma Flor Suzart et al., 2012 
82 Ácido 3,4-seco-friedelan-3-óico  O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
83 Lup-15,20(29)-dien-3β,28-diol O. multiflora Folhas  Felício et al., 2001b 

84 16α-hidroxikaurano O. parviflora Folhas Felício et al., 2004 

85 Ácido 16α-hidroxikauran-19-óico O. parviflora Folhas Felício et al., 2004 

86 Ácido 16α,17-diidroxikauran-19-óico  O. semiserrata Folhas Velandia et al., 1998a 

87 Sitosterol O. castaneifolia Folhas Nascimento et al., 2009 
  O. ferruginea Folhas Fidelis et al., 2012 
  O. hexasperma Ramos Carvalho et al., 2008b 
  O. hexasperma Flor Suzart et al., 2012 
  O. microdonta Folhas Carvalho et al., 2008a 
  O. parviflora Folhas Araújo et al., 2012 
  O. semiserrata Folhas Velandia et al., 2002 
  O. semiserrata Ramos Velandia et al., 2002 
88 Estigmasterol O. castaneifolia Folhas Nascimento et al., 2009 
  O. ferruginea Folhas Fidelis et al., 2012 
  O. hexasperma Ramos Carvalho et al., 2008b 
  O. hexasperma Flor Suzart et al., 2012 
  O. microdonta Folhas Carvalho et al., 2008a 
  O. 

nigroviolacea 

Folhas Mbing et al., 2006 

  O. parviflora Folhas Felício et al., 2004 
  O. semiserrata Folhas Velandia et al., 2002 
  O. semiserrata Ramos Velandia et al., 2002 
  O. sulcata Folhas Pegnyemb et al., 2005 
89 Campesterol O. ferruginea Folhas Fidelis et al., 2012 
  O. hexasperma Ramos Carvalho et al., 2008b 
  O. parviflora Folhas Araújo et al., 2012 
90 3-O-β-glicopiranosilsitosterol O. ferruginea Folhas Fidelis et al., 2012 
  O. gilgiana Folhas Njock et al., 2012 
  O. hexasperma Ramos Carvalho et al., 2008b 
  O. hexasperma Flor Suzart et al., 2012 
91 3-O-β-glicopiranosilestigmasterol O. ferruginea Folhas Fidelis et al., 2012 
  O. sulcata Folhas Pegnyemb et al., 2005 
92 7-oxostigmat-5-en-3β-ol O. semiserrata Ramos Velandia et al., 2002 
93 7-oxostigmata-5,22-dien-3β-ol O. semiserrata Ramos Velandia et al., 2002 
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Figura 4. Estruturas de terpenos 73-86 e esteroides 87-93 

 

Tabela 3. Outras substâncias (94-137) isoladas de espécies do gênero Ouratea  

No. Compounds  Plant  Part Ref. 
94 Eudesmina O. semisserrata Ramos Velandia et al., 2002 
95 Epieudesmina O. semisserrata Ramos Velandia et al., 2002 
96 6,9-diidroximegastigma-4,7-dien-3-ona O. parviflora Folhas Araújo et al., 2012 
  O. semisserrata Folhas Velandia et al., 2002 
97 Tocoferol O. parviflora Folhas Araújo et al., 2012 
  O. semisserrata Folhas Velandia et al., 2002 
98 1β-O-(4-hidroxibenzoil)-β-D-

glicopiranosídeo 
O. semisserrata Folhas Velandia et al., 2002 

99 1β-O-(4-hidroxifenil)-6-O-(4-
metoxicinamoil)-D-glicopiranosídeo 

O. semisserrata Folhas Velandia et al., 2002 

100 1β-O-(4-hidroxifenil)-6-O-(4-
hidroxibenzoil)-D-glicopiranosídeo 

O. parviflora Folhas Felício et al., 2004 

  O. semisserrata Folhas Velandia et al., 2002 
101 α-D-glicopiranose O. semisserrata Folhas Velandia et al., 2002 
102 β-D-glicopiranose O. semisserrata Folhas Velandia et al., 2002 
103 metil-β-D-glicopiranosídeo O. cuspidata Caule Suzart et al., 2007a 
104 Metil-myoinositol O. hexasperma Folhas Moreira et al., 1999 
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105 Aquilegiolida O. reticulata Casca da 
raiz  

Manga et al., 2001 

106 Menisdaurina O. reticulata Casca da 
raiz  

Manga et al., 2001 

107 Atranorin O. floribunda Madeira Carvalho et al., 2000 
108 Serotobenina O. gilgiana Folhas Njock et al., 2012 
  O. turnarea Raiz Zintchem et al., 2008 
109 Ácido Siríngico O. gilgiana Folhas Njock et al., 2012 
  O. ferruginea Folhas Fidelis et al., 2012 
110 Aldeído siríngico O. ferruginea Caule Fidelis et al., 2012 
111 2,6-dimetoxihidroquinona O. ferruginea Caule Fidelis et al., 2012 
112 Aldeído ferúlico  O. ferruginea Caule Fidelis et al., 2012 
113 Ácido vanílico  O. ferruginea Caule Fidelis et al., 2012 
114 1-hidroxi-2-metoxi-4-(1E-3-hidroxi-1-

propenil)-benzeno 
O. ferruginea Caule Fidelis et al., 2012 

115 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-diidrocinamaldeído O. ferruginea Caule Fidelis et al., 2012 
116 2,6-dimetoxibenzoquinona O. ferruginea Caule Fidelis et al., 2012 
117 Ácido 4-metoxi-2,5-diidroxi-benzóico  O. microdonta Folhas Carvalho et al., 2008a 
118 Etil éster do ácido p-hidroxibenzóico  O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
119 Tetracosano  O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
120 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
121 Metil éster do ácido laúrico  O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
122 Etil éster do ácido laúrico O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
123 Metil éster do ácido mirístico O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
124 Etil éster do ácido mirístico  O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
125 Metil éster do ácido palmítico  O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
126 Etil éster do ácido palmítico  O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
127 Metil éster do ácido esteárico  O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
128 Etil éster do ácido esteárico  O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
129 Metil éster do ácido pentadecanóico    
130 Metil éster do ácido heptadecanóico    
131 Metil éster do ácido beénico    
132 Metil éster do ácido lignocérico    
133 n-butil estearato    
134 Metil éster do ácido oleico  O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
135 Etil éster do ácido oleico O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
136 Metil éster do ácido araquidónico O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
137 Etil éster do ácido linoléico  O. nitida Folhas Estevam et al., 2006 
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2.3.2. Estudos anteriores realizados com as espécies de O. ferruginea, O. cuspidata, O. 

hexasperma, O. semisserrata e O. stipulata 

A espécie O. ferruginea foi estudada pela primeira vez por Fidelis e colaboradores 

(2012). Neste trabalho foram identificadas 23 substâncias. Dos extratos do galho foram 

isolados dois triterpenos, friedelina e friedelinol; uma mistura de esteroides, sitosterol, 

estigmasterol e campesterol e esteroides glicosilados, sitosteril e estigmasteril-3-O-β-D-

glicopiranosídeo; as isoflavononas, 7,3’-di-O-metilorobol, 5,4’-hidroxi-7,5’,3’-trimetoxi-

isoflavona, piscigenina e 5-hidroxi-7,3’,4’,5’-tetrametoxi-isoflavona; os aldeído siríngico e 

ferúlico; 2,6-dimetoxi-hidroquinona; 2,6-dimetoxibenzoquinona; a mistura de ácido vanílico, 

1-hidroxi-2-metoxi-4-(1E-3-hidroxipropenil)benzeno e 3,5-dimetoxi-4-

hidroxidiidrocinamaldeído. Os triterpenos friedelina e friedelinol e a mistura de esteroides 

também foram isolados de extratos das folhas dessa espécie, junto com lupeona, 

amentoflavona, sequoiaflavona, ácido siríngico e 2R,3R-epicatequina. Os flavonoides 

sequoiaflavona, 7,3’-di-O-metilorobol, 5,4’-hidroxi-7,5’,3’-trimetoxi-isoflavona e piscigenina 

apresentaram atividade inibitória frente as enzimas do metabolismo de xenobióticos de Fase I 

(ECOD) e Fase II (GST) (FIDELIS et al., 2012). 

Até o momento, foram realizados estudos com a Ouratea cuspidata apenas de folhas e 

galhos que conduziu a identificação de 11 substâncias.  De folhas foram isoladas uma de mistura 

de sitosterol, estigmasterol; uma mistura de lupeol, α- e β-amirina; dois biflavonoides, 

amentoflavona e putraflavona; flavonoides 4’,5,7-trihidroxi-3’,5’-dimetoxi-flavona, 3,5,7,4’-

tetrahidroxi-3’-metoxi-flavona. Dos extratos dos galhos foram isolados apenas a 5,7,4’-trihidroxi-

3’-metoxi-3-O-β-D-galactopiranosil-flavona e metil-β-D-glicopiranosídeo (SUZART, 2007).  

 A Ouratea hexasperma é a espécie do gênero que apresenta o estudo químico mais 

completo, este inclui, folhas, galhos, raízes e inflorescência. De extratos de folhas foram isolados 

a epicatequina, a 2”-O-β-D-glicopiranosil-8-C-β-D-glicopiranosil-luteolina, o metil-myoinositol e 

3 biflavonas, 7,7’’-di-O-metillanaraflavona, 7’’-O-metilagatisflavona e agatisflavona (DANIEL et 

al., 2005). Os biflavonoides isolados das folhas apresentaram potente atividade antiproliferativa 

contra varias linhagens de câncer humano (DANIEL et al., 2007).  Do extrato do caule foram 

isolados o ácido 2,4-dihidroxifenil acético e os flavonoides prenilados,  3,4’,5-trihidroxi-6-δ,δ-

dimetilalil-7-O-β-D-glicopiranosil-flavanona e 3,4’,5-trihidroxi-6-δ,δ-dimetilalil-7-O-β-D-

glicopiranosil-flavona (CARVALHO et al., 2008b). Das inflorescências foram isolados, uma 

mistura de esteroides, campesterol, sitosterol e estigmasterol; o 3-β-O-β-D-

glicopiranosilsitosterol; e os flavonoides 3-β-O-acil-olean-12-em-28-óico; rutina, swertisina, 
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swertiajaponina e a mistura de vitexina e orientina (SUZART et al., 2012).  Das raízes foram 

isoladas três biisoflavanonas, hexaspermona A, B e C além da 7,5,4’-tri-O-metil-isoflavona 

(MOREIRA et al. 1994).  

O estudo químico realizado até o momento com a espécie O. semisserrata é restrito as 

folhas e galhos, o mesmo  permitiu a identificação de 25 substâncias. Dos extratos das folhas 

foram isolados terpenoides, o ácido ent-16α,17-dihidroxikauran-19-óico, friedelina, lupeol e 

6,9-dihidroximegastigma-4,7-dien-3-ona; as biflavonas, 7-O-metillanaraflavona, 7,4’’’-di-O-

metillanaraflavona, lanaraflavona, amentoflavona e podocarpusflavona; rutina; 3-β-O-β-D-

glicopiranosilsitosterol; 1-O-(4-hidroxibenzoil)-β-D-glicopiranosídeo; 1-O-(4-hidroxifenil)-6-

O-(4-hidroxibenzoil)-β-D-glicopiranosídeo e os carboidratos, α- e β-D-glicopiranose. Dos 

extratos dos galhos foram isoladas duas lignanas eudesmina e epieudesmina, as isoflavonas 

cloradas, 3’,6,8-tricloro-4’,5-dihidroxi-7-metoxiisoflavona e 3’,5’,6,8-tetracloro-4’,5-

dihidroxi-7-metoxiisoflavona e os esteroides β-sitosterol, estigmasterol, 7-oxoestigmast-5-en-

3β-ol e 7-oxoestigmast-5,22-dien-3β-ol (VELANDIA et al., 1998b, 2002).   

Em levantamento bibliográfico não foi encontrado qualquer estudo químico ou 

biológico com a espécie O. stipulata.  

 
2.3.3. Gênero Ochna – aspectos químicos e biológicos 

O gênero Ochna é o segundo maior da família Ochnaceae com aproximadamente 85 

espécies. O gênero compreende espécies arbóreas e arbustivas com distribuição na Ásia, 

África e América (MA et al., 2011). 

Muitas espécies são usadas na ornamentação, como Ochna integerrima, O. 

thomasiana, O. serrulata, por apresentarem flores amarelas e frutos exóticos (BANDI et al., 

2012). No Vietnã, as flores de coloração amarela de espécies de Ochna simbolizam sorte e 

prosperidade. As espécies popularmente conhecidas por Ochnas ou Mickey Mouse (MA et al., 

2010). As espécies são utilizadas na medicina popular de países como Tailândia, Indonésia, 

Tasmânia, Camarões e Nigéria. As indicações incluem asma, disenteria, epilepsia, gastrite, 

úlcera, desordem menstrual e antídoto contra veneno de cobra (BANDI et al., 2012). Também 

é relatado o uso do óleo da semente de O. squarosa e O. atropurpurea na alimentação, estes 

geralmente são ricos em ácidos palmítico, oleico, linoleico e palmitoleico (AHMAD et al., 

1982; LIAQUAT ALI et al., 1980). 
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O gênero Ochna, assim como o gênero Ouratea, é bioprodutor de flavonoides. Dentre 

estes, destacam-se os bi, tri e pentaflavonoides, como mostrado na Figura 6, p. 24. 

Ochnaflavona (C-3'-O→C-4'") (53) é uma biflavona comumente encontrado em espécies de 

Ochna, e por essa razão é usada como marcador quimiotaxonômico do gênero. Outras 

biflavonas são encontradas nesse gênero com o mesmo padrão de ligação entre os monômeros 

(C-3'-O→C-4'"), geralmente dímeros contendo monômeros diferentes como a 

diidroochnaflavona (137, flavona-flavanona). Dímeros de chalconas também são 

frequentemente encontrados nas espécies de Ochna e apresentam diversos padrões de ligação 

entre os monômeros. A formação de derivados mais complexos, como triflavonoides (folhas) 

e pentaflavonoides (casca do caule), respectivamente, foi observada apenas na espécie O. 

calodendron (MESSANGA et al., 2001; MESSANGA et al., 2002). Likhitwitayawuid e 

colaboradores (2005) relatam a predominância de monômeros de flavononois e derivados de 

ochnaflavona nas folhas, enquanto que na madeira do caule, casca e madeira da raiz foram 

encontradas isoflavonas e derivado. Os dímeros de chalconas, no entanto, já foram isolados de 

folhas, casca do caule, madeira do caule e raízes. Antranoides, triterpenos e esteroides 

também foram encontrados em espécies de Ochna, mas são constituintes pouco frequentes no 

gênero. Recentemente foi publicado um trabalho de revisão sobre a composição química e 

atividade biológica de espécies do gênero Ochna (BANDI et al., 2012). 

Há várias atividades biológicas descritas para constituintes químicos isolados de 

espécies de Ochna, como a atividade antimicrobiana de biflavonoides isolados de O. 

macrocalyx. Estes constituintes também foram avaliados em ensaios de citotoxidade contra 

MCF-7 células de câncer de mama, no qual apresentaram atividade moderada à fraca, e em 

ensaios de inibição da atividade inibitória NF-kB, onde não apresentaram efeito inibitório, no 

entanto, os extratos e subfrações exibiram moderada atividade inibitória (TANG et al., 2003). 

Atividade antimicrobiana também foi observada em ensaios com extratos de folhas de O. 

schweinfurthiana (ABDULLAHI et al., 2010). A fração de acetato de etila da casca da raiz de 

O. squarrosa apresentou atividade analgésica e anti-inflamatória in vivo (ANURADLHA et 

al., 2006). O extrato etanólico e biflavanonas de casca de O. integerrima mostraram elevada 

atividade antimalarial contra Plasmodium falciparum in vitro (ICHINO et al., 2006). 

Flavonoides e biflavonóides de folhas e ramos de O. integerrima mostraram potente atividade 

anti-HIV-1 por ensaios de transcriptase reversa e linhagem celular 1A2 infectada por 
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DTat/revMC99 vírus (REUTRAKUL et al., 2007). Extratos de O. afzelii apresentaram 

atividade inibitória contra enzimas β-lactamase (GANGOUÉ-PIÉ BOJI et al., 2007). 

Ochna serrulata é uma espécie originaria da Ásia e África e foi introduzida no Brasil 

como uma espécie ornamental. Até o momento, foram encontrados na literatura dois trabalhos 

científicos para esta espécie. 

COLLA e colaboradores (2011) descrevem a atividade antioxidante, toxidade contra 

Artemia salina e alelopática realizada frente à Lactuca sativa em testes de germinação, de 

frações de Oc. serrulata. Todas as avaliadas frações apresentaram significativa atividade 

antioxidante em ensaios com DPPH e fraca atividade alelopática e toxidade frente a Artemia 

salina. A fração em acetato de etila apresentou o maior potencial antioxidante e de seu 

fracionamento cromatográfico em sílica gel foi isolada a epicatequina. 

 MAKHAFOLA e ELOFF (2011) realizaram ensaios antimicrobianos com extratos em 

acetona de algumas espécies de do gênero Ochna, entre elas a espécie O. serrulata. Os 

ensaios foram realizados em métodos de concentração inibitória mínima e o extrato de O. 

serrulata apresentou fraca atividade antimicrobiana. 

Devido a pouca informação obtida para a espécie Ochna serrulata através trabalhos 

realizados até o momento, faz-se necessário realizar estudo químico e biológico mais 

aprofundado.  O gênero Ochna apresenta–se como uma fonte de flavonoides complexos com 

bi, tri e pentaflavonoides, e muitos desses flavonoides não apresentam nenhuma avaliação 

biológica.  
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Figura 6. Estruturas de flavonoides isolados de espécies do gênero Ochna 138-151 
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2.4. RELEVÂNCIA DO TRABALHO 

 

As espécies Ouratea cuspidata, O. ferruginea, O. floribunda, O. hexasperma, O. 

microdonta, O. parviflora e O. semisserrata foram estudadas em trabalhos de Teses e 

Dissertações do Laboratório de Química de Produtos Naturais (LQPN) que conduziram a 

identificação de diversos constituintes químicos e avaliação de algumas atividades biológicas. 

Algumas dessas espécies foram novamente coletadas para trabalhos adicionais com o 

propósito de aprofundar o estudo químico e avaliar sua atividade biológica, ainda pouco 

estudada, considerando o potencial bioativo apresentado por biflavonoides frente a ensaios 

antitumorais (DANIEL et al., 2007; GRYNBERG et al., 2002). Neste estudo foi escolhido 

avaliar frações biflavonoídicas e/ou outros constituintes que apresentassem quantidade. A 

escolha tem como exemplo os fitoterápicos: Ginkgo biloba (Tebonin®, TruNature®, 

EGB761®, extratos de folhas que apresentam como princípio ativo flavonoides e terpenos 

lactonas) e Silybum marianum (Forfig®; Legalon®, extratos de frutos que apresenta como 

princípio ativo os flavonoides silibina, silidianina e silicristina) medicamentos que apresentam 

flavonoides como constituintes ativos. 

No presente trabalho foram obtidas frações biflavonoídica de três espécies de Ouratea 

e a avaliação das atividades biológicas foi realizada (ver Capítulo II, p. 177). Este estudo 

também possibilitou a identificação de outros constituintes químicos de O. hexasperma, O. 

cuspidata, O. ferruginea e O. semisserrata. Além das espécies Ouratea stipulata, estudada 

pela primeira vez, e Ochna serrulata que ainda não apresenta um estudo químico e biológico 

aprofundado. Dentre os constituintes químicos isolados neste trabalho destacam-se o 

isolamento de um estilbeno e um cianoglicosídeo de O. hexasperma, dois ácidos benzóicos 

glicosilados e um biflavonoide de O. semisserrata, um biflavonoide de O. ferruginea e  uma 

mistura de novos triterpenos de O. cuspidata.  Essas espécies estudadas revelam a rica 

composição química e promissora fonte de substâncias bioativas de espécies da família 

Ochnaceae, o que justifica a realização de estudos químicos e biológicos adicionais. 

 

2.5. PARTE EXPERIMENTAL 

2.5.1. Fracionamento Cromatográfico 

 O fracionamento cromatográfico foi realizado em coluna de vidro usando gel de sílica, 

como adsorvente (fase normal, 70-230 mesh) e solventes orgânicos como eluentes, ambos da 
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marca Vetec. Para cromatografia por exclusão molecular foi usado o gel Sephadex LH-20 e 

metanol como solvente. 

 

2.5.2. Análises Cromatográficas 

 As análises em cromatografia de camada delgada analítica (CCDA) foram realizadas 

em cromatofolhas de alumínio 20x20 cm com gel sílica 60 F254 Merck. Os eluentes usados 

foram solventes orgânicos P.A. da marca Vetec. As substâncias foram visualizadas com 

irradiação ultravioleta com comprimento de onda de 254nm e 365nm e/ou pulverizadas com 

os seguintes reagentes cromogênicos (adquiridos da Vetec, Sigma-Aldrich e Merck): 

• Solução de AlCl3-EtOH (1%), seguido de aquecimento, reagente para flavonoides. 

• Vanilina sulfúrica (vanilina: 0,5 g em 100 mL de H2SO4 e EtOH). 

• Vapores de iodo. 

 
2.5.3. Equipamentos 

 Os pontos de fusão foram determinados em aparelho Mel–Temp II da Laboratory 

devices U.S.A., utilizando capilar sem correção dos valores.  

 Os espectros de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H) e carbono-13 

(RMN 13C), incluindo experimentos em 2D, foram obtidos em aparelhos, Brücker modelo 

AC-200 (400 MHz para 1H e 100 MHz para 13C) e Brucker (500 MHz para 1H e 125 MHz 

para 13C) existente no Departamento de Química da Universidade Federal Rural do Rio de 

Janeiro. Como padrão interno de referência foi usado tetrametilsilano (TMS) e/ou o sinal do 

resíduo do solvente clorofórmio (δH 7.27) e o sinal em δC 77.00 do clorofórmio deuterado 

(CDCl3) e do solvente piridina, três simpletos largos (δH 8,71; 7,55; 7,19) e três triplete δC 

123,5 para C-3 e 5; 135,5 para C-4; 149,2 para C-2 e 6 da piridina deuterada (Piridina-d5). Os 

deslocamentos químicos (δ) foram obtidos em parte por milhão (ppm) e as constantes de 

acoplamento (J) foram medidos em Hertz (Hz). 

 Os espectros de absorção na região do infravermelho (IV) foram obtidos no 

espectrofotômetro Perkin Elmer modelo 1600/1605 FT-IR. As amostras foram preparadas sob 

forma de disco prensado ou pastilha de KBr ou como filme em placa de NaCl. Os valores para 

as absorções foram medidos em unidades de número de ondas (cm-1) e os espectros calibrados 

com filme de poliestireno de 0,5 mm de espessura. 
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 Os espectros de massa (EM) foram obtidos nos aparelhos CG/MS – QP-5050 A e 

Saturno 2000 da VARIAN, com injeção direta, utilizando impacto de elétrons (IE) existentes 

na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), espectrômetro de Massas de Alta 

Resolução (tipo quadrupolo-tempo de vôo) Bruker Impact HD pela colaboração do técnico 

Luiz F. Santos da Experiments performed at Bruker do Brasil e espectrômetro de Massas 

mocrOTOF Bruker, Faculdade de Farmácia, USP – Ribeirão Preto, com a colaboração do 

Prof. Norberto Peporine. 

As análises por CLAE foram realizadas em aparelho Shimadzu LC-20AT, detector 

fotodiodo, usando coluna C18 Betasil-Thermo (25cm x 4,6mm x 5µm) e método de análise 

para flavonoide: fase móvel B, MeOH (90%), e A, H2O:AcOH-1% (10%), vazão de fase 

móvel de 1ml/min,volume de injeção de 20.0 µL, detecção no UV em 320 nm.  

 

2.5.4. Preparação de derivados  

Foram preparados derivados de frações e substâncias isoladas para facilitar o 

isolamento ou obtenção de espectros de RMN em clorofórmio deuterado e análise em CG-

EM. 

 

2.5.4.1. Acetilação com anidrido acético e piridina 

A reação de acetilação das substâncias foi feita adicionando-se piridina (3 mL/100 mg) 

e anidrido acético (4 mL/100 mg) nas amostras. A mistura reacional permaneceu sob agitação 

por 24 horas a temperatura de 60 °C. Após esse intervalo, adicionou-se água gelada à solução. 

O material acetilado foi extraído com clorofórmio (3x) e a solução clorofórmica lavada com 

HCl (10%) para eliminar a piridina, e em seguida, lavou-se várias vezes com água destilada. 

A fase orgânica foi seca com sulfato de sódio anidro e concentrada em rota evaporador, 

obtendo-se as substâncias acetiladas (MOREIRA et al., 1999). 

 

2.5.4.2. Transesterificação em meio ácido 

Para está reação foi usado o método descrito por JHAM et al., (1982) modificado. A 

reação foi realizada com 10,0 mg de amostra solubilizada em 1,6 mL metanol e 0,4 mL de 

HCl concentrado. A mistura foi aquecida por 15 minutos a 100 ºC.  Após resfriamento da 

mistura reacional foram adicionados a ela 3,0 mL de água destilada. A solução foi transferida 

para um funil de separação e lavada com clorofórmio (5x) para extrair a fase orgânica. A fase 
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orgânica foi seca com sulfato de sódio anidro e concentrada em rota evaporador, obtendo-se 

as substâncias transesterificadas (JHAM et al., 1982).  

2.5.5. Material Vegetal  

O material para estudo, folhas e caule da espécie Ouratea ferruginea Engl., foi 

coletada na Embrapa de Belém, no estado do Pará, com a colaboração da Profa. Dra. Giselle 

M. S. P. Guilhon e identificado pela MSc. Silvane Tavares Rodrigues. A exsicata está 

depositada no Herbário IAN da Embrapa Amazônia Oriental, Belém, com o registro de N° 

183954. 

Folhas, caules e inflorescências da espécie Ouratea hexasperma, foram coletados na 

região do tabuleiro, município de João Pessoa, no estado da Paraíba em dezembro de 2011 e 

identificado pela Dra Maria de Fátma Agra. Uma exsicata deste espécime (N° 3497) está 

depositada no Herbário Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), Universidade Federal da Paraíba, João 

Pessoa, Paraíba, Brasil. 

As folhas de Ouratea cuspidata foram coletadas na restinga do município de Barra de 

Maricá, Rio de Janeiro, RJ, em 2012 e identificado pela Dra. Luci de Senna Valle. Uma 

exsicata (N° 206313) desta espécie esta depositada no Herbário do Museu Nacional do Rio de 

Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, Brasil. 

As folhas de Ouratea semiserrata foram coletadas em Cachoeira Andorinhas, 

Município de Ouro Preto, Estado de Minas Gerais, em 2011. A planta foi identificada pelo 

técnico, Jorge Luis da Silva, do Herbário José Badini, Universidade Federal de Ouro Preto, 

Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil.  

Folhas de Ouratea stipulata (Vell.) Engl. foram coletadas no Parque Natural 

Municipal do Curió, Paracambí, Rio de janeiro, em 2013, A planta foi identificada pelo 

técnico Msc. Thiago de Azevedo Amorim. A excicata encontra-se depositada no Herbário do 

Departamento de Botânica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (RBR) com o N° 

35802. 

Folhas e galhos de Ochna serrulata foram coletados no campus da UFRRJ (estrada da 

floresta), Seropédica, Rio de Janeiro. A planta foi identificada pelo Técnico Herbário Thiago 

Azevedo Amorim. A exsicata encontra-se depositada no Herbário do Departamento de 

Botânica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (RBR) com o N° 36366. 
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2.5.6. Elaboração dos extratos  

Os extratos foram obtidos por maceração a frio usando solventes de polaridades 

diferentes individualmente. Para folha, foi utilizado o hexano como primeiro solvente 

extrator, para o caule e a inflorescências, foi usado o diclorometano. O metanol foi o segundo 

solvente extrator usado em todas as partes da planta. A extração foi realizada de forma 

exaustiva. As soluções foram concentradas em evaporador rotatório, o extrato obtido, após 

estar totalmente seco foi armazenado em frasco de vidro e permaneceu sob refrigeração. Os 

extratos foram nomeados da seguinte forma: primeiramente nome da espécie, Ouratea 

ferruginea (OF), O. hexasperma (OH), O. semisserrata (OS), O. stipulata (OST), Ochna 

serrulata (OCS); em segundo parte da planta, folhas (F), caule (C), inflorescências (I), em 

terceiro solvente extrator, hexano (H), diclorometano (D), acetato de etila (A) e metanol (M). 

Para frações obtidas pela técnica de partição usa-se (P) acompanhado da letra do solvente 

usado, conforme mencionado acima, ou apenas resíduo (R). Na tabela 4 são apresentadas as 

descrições dos extratos estudados, enquanto que na tabela 5, p. 30, as massas de material 

vegetal e de extrato obtidos por maceração a frio. 

Tabela 4. Relação das espécies, extratos e frações na elaboração das siglas   
Espécie  Material 

Vegetal 
Solvente 
Extrator 

Fração 
(P) 

Sigla 

O. cuspidata (OC) Folha (F) MeOH (M) AcOEt (A) OCFAPH 
O. ferruginea (OF) Folha (F) MeOH (M) CH2Cl2 (D) OFFM-PD 
O. hexasperma (OH) Folha (F) MeOH (M) CH2Cl2 (D) OHFM-PD 
 Caule (C) CH2Cl2 (D) - OHCD 
 Caule (C) MeOH (M) CH2Cl2 (D) OHCM-PD 
 Caule (C) MeOH (M) AcOEt (A) OHCM-PA 
 Inflorescência (I) MeOH (M) - OHIM 
O. semisserrata (OS) Folha (F) MeOH (M) CH2Cl2 (D) OSFM-PD 
 Folha (F) MeOH (M) AcOEt (A) OSFM-PA 
O. stipulata (OST) Folha (F) MeOH (M) - OSTFM 
Ochna serrulata (OCS) Folha (F) MeOH (M) - OCSFM 
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Tabela 5. Relação de massas de material vegetal e extratos obtidos 
Espécie  Material 

Vegetal 
Extrato 
Apolar 

Extrato 
Polar 

O. ferruginea (OF) Folha (344,72 g) OFFH (5,40 g) OFFM (26,40 g) 
 Caule (1382,00 g) OFCD (5,02g) OFCM (58,91 g) 
O. hexasperma (OH) Folha (1679,80 g) OHFH (17,28 g) OHFM (61,81 g) 
 Caule (2567,50 g) OHCD (9,48 g) OHCM (182,90 g) 
 Inflorescência 

(1094,62 g) 
OHID (81,75 g) OHIM (125,30 g) 

O. stipulata (OST) Folha (13,55g) - OSTFM (2,80 g) 
Ochna serrulata (OCS) Folha (18,10 g) - OCSFM (3,37 g) 
Ochna serrulata (OCHS) Caule (21,3 g) - OCSCM (1,25 g) 

 

As espécies O. ferruginea e O. hexasperma, cujo material vegetal foi obtido em maior 

quantidade, foram submetidas a maceração a frio com dois solventes (um apolar e um polar). 

O extrato metanólico foi submetido a partição liquido-liquido. As demais espécies foram 

submetidas a maceração a frio somente com solvente polar (metanol). As frações OCFAPH 

(1,60 g) e OSFM-PD (8,54 g) e OSFM-PA (1,954 g) foram obtidas de trabalhos anteriores. 

2.5.7. Partição líquido-líquido 

Os extratos metanólicos foram solubilizado em MeOH:H2O – 8:2, na razão 50g de 

extrato seco /150 mL de solução. A mistura foi transferida para um funil de separação de 2 L 

e extraída com os solventes hexano, diclorometano e acetato de etila. Cada fração foi 

concentrada em evaporador rotatório e armazenada em frasco de vidro sob refrigeração. 

O extrato OFFM (26,40 g), fracionado através de partição líquido-líquido, gerou as 

frações OFFM-PD (5,30 g) e OFFM-PA (3,90 g). Outro extrato OFFM (40,05 g) 

remanescentes de um trabalho anterior, também foi fracionado e forneceu as frações OFFM-

PH (4,15 g), OFFM-PD (4,06 g) e OFFM-PA (7,80 g). 

O extrato OFCM (58,91 g) foi fracionado apenas com os solventes, diclorometano e 

acetato de etila, pois com hexano não houve extração satisfatória. As frações obtidas foram 

OFCM-PD (1,02 g) e OFCM-PA (1,38 g). 

A partição do extrato OHFM (61,81 g) gerou as frações OHFM-PH (3,35 g), OHFM-

PD (5,30 g) e OHFM-PA (22,64 g). Durante a partição do extrato OHFM houve a formação 

de precipitado de coloração amarelada ao iniciar a lavagem com acetato de etila. O 

precipitado foi lavado com metanol e acetato de etila e identificado com sendo a 

amentoflavona por experimentos de RMN. 
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A partição de 70,05 g de extrato OHCM gerou as frações OHCM-PH (0,34 g), 

OHCM-PD (3,10 g) E OHCM-PA (4,85 g). 

O extrato metanólico OHIM apresentou aroma adocicado e tendência a proliferação de 

micro-organismos como fungos, portanto não foi submetido a partição. 

 

2.5.8. Fracionamento de extratos e frações de Ouratea para obtenção de biflavonoides 

Foram aplicados em coluna de sílica, fase normal, 2,5 g da fração de OFFM-PD. A 

eluição foi realizada utilizando solventes orgânicos (hexano, diclorometano, acetato de etila e 

metanol), puros e em misturas binárias, em polaridade crescente. Foram recolhidas 84 frações. 

Flavonoides foram encontrados nas frações OFFM-PD 47 a 58 como constituintes 

majoritários em mistura com clorofila. As frações foram reunidas de acordo com suas 

características. As frações resultantes da reunião foram OFFM-PD 47-49 (3mg) e 50-58 (61 

mg). As frações OFFM-PD 47-49 e 50-58 geraram precipitados 3 e 20 mg, respectivamente.  

A fração OHFM-PD (4,07 g) foi fracionada em coluna de gel de sílica usando a 

mesma sequência de eluente utilizados no fracionamento de OFFM-PD. Foram recolhidas 76 

frações de 250 mL. Os biflavonoides foram encontrados na fração 49-53 (18 mg). 

O extrato OSFC foi aplicado em coluna cromatográfica de gel de sílica usando a 

mesma sequência de eluente utilizados no fracionamento de OFFM-PD. Foram recolhidas 126 

frações de 100 mL. Nas frações 82 à 96 (421 mg) foram encontrados biflavonoides em 

mistura com clorofila, as mesmas foram reunidas. A fração 82-96 foi submetida a coluna 

cromatográfica de sílica flash para retirar a clorofila. No fracionamento foi utilizado o eluente 

diclorometano:metanol 1:1. Foram obtidas 9 frações de 50 mL. As frações 6 e 9 foram 

escolhidas para testes biológicos por apresentarem maior pureza dos flavonoides. 

A fração OSFM-PD (5,05g) foi aplicada em coluna cromatográfica de gel de sílica e 

eluída com a mesma sequencia de eluentes usada para OFFM-PD. Foram recolhidas 54 

frações de 250 mL. Os biflavonoides foram encontrados na fração 21-24 (442 mg). 

A fração OSTFM (2,80 g) foi aplicada em coluna cromatográfica de gel de sílica e 

eluída com hexano, diclorometano e metanol em polaridade crescente. Foram recolhidas 83 

frações de 100 mL. A fração 44-47 (3,0 mg) apresentou precipitado contendo biflavonoides. 

As frações obtidas foram analisadas por CLAE em comparação com padrões de 

biflavonoides isolados e identificados de espécies de Ouratea de trabalhos anteriores 

realizados no Laboratório de Química de Produtos Naturais da UFRRJ.  
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Os padrões e as frações 26-27a, 27b-29 e foram solubilizados em metanol grau 

espectroscópico e analisados por CLAE-DAD (Shimadzu) usando coluna C18 Betasil-

Thermo (25cm x 4,6mm x 5µm) e método de análise para flavonoide: fase movel B, MeOH 

(90%), e A, H2O:AcOH-1% (10%), a detecção foi realizada em 320 nm.  

As frações que apresentaram constituintes incompatíveis com os padrões usados foram 

analisadas também por Espectrometria de Massas, método por injeção direta. 

Estas frações, com exceção da OSTFM-44-47 que apresentou pouca quantidade, e 

alguns dos biflavonoides purificados foram encaminhados para ensaios biológicos para 

avaliar o potencial bioativo dos mesmos.  

2.5.9. Fracionamento cromatográfico de OHCD 

Preparou-se uma coluna cromatográfica de gel de sílica para o fracionamento de 9,48 

g de extrato OHCD (O. hexasperma, caule, diclorometano). O extrato foi solubilizado em 

diclorometano e incorporado em gel de sílica. A coluna foi eluída com solventes orgânicos, 

hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, na forma pura e em misturas binárias com 

polaridade crescente. Foram retiradas 168 frações de 200 ml. Essas frações foram analisadas 

por CCDA e reunidas conforme seu perfil cromatográfico. A fração 62-67 apresentou um 

sólido branco, o mesmo foi recristalizado em diclorometano. Uma amostra desse cristais foi 

injetada em CG-EM e identificou-se o triterpeno lupeol; nas frações seguintes, 69-78, houve 

formação de precipitado branco identificado por CG-EM como a mistura de esteroides, 

campesterol, estigmasterol e sitosterol. A fração 91-93 (48,0 mg) foi submetida a CCDP, 

utilizando como eluente diclorometano, forneceu 6 subfrações. A subfração 3 (5,0 mg) 

apresentou um sólido cristalino de coloração amarelo alaranjado identificado por RMN1H 

como 2,6-dimetoxibenzoquinona (1). Na fração 102 (6,0 mg) obteve-se um precipitado 

purificado por diversas precipitações em metanol e acetona, o mesmo foi determinado por 

RMN1H como o triterpeno betulina (2). A fração 116-120 (2,0 mg) forneceu um precipitado 

de cor amarelo pálido o qual foi purificado por recristalização em diclorometano/metanol A 

estrutura molecular do precipitado foi determinada por RMN1H e CG-EM como sendo a 

isoflavona prunetina (3). O lupeol e a mistura de esteroides já haviam sido relatados nesta 

espécie em trabalhos anteriores. A marcha de isolamento é mostrada no Esquema 1 p. 33. 
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Esquema 1. Marcha de isolamento dos constituintes da fração OHCD.   

2.5.10. Fracionamento cromatográfico de OHCM-PD  

Para o fracionamento da fração OHCM-PD (O. hexasperma, caule, metanol, partição 

em diclorometano) foi montada uma coluna de sílica, na qual adicionou-se 4,04g da fração 

incorporada previamente em gel de sílica. Como eluente foram usados hexano, diclorometano 

e metanol, na forma pura e em misturas binárias com polaridade crescente. Deste 

fracionamento foram recolhidas 186 frações. Essas foram analisadas por CCDA e reunidas 

conforme seu perfil cromatográfico. As frações 127-131 (140,0 mg) e 132 (148,0 mg) 

apresentaram coloração castanho avermelhadas e aspecto viscoso, quando analisadas em 

CCDA e quando reveladas com solução de vanilina sulfúrica mostraram mancha vermelha 

intensa. Ambas as frações foram submetidas à CCDP eluídas em diclorometano:metanol 

85:15, que resultou na separação da substância de coloração vermelha gerando as subfrações 

127-131-P2 (40,0 mg) e 132-P2 (43,0 mg) como mostrado no Esquema  2 (p. 34). A análise 

dos espectros RMN 1H e 13C, HSQC e HMBC permitiram determinar a estrutura de um 

estilbeno glicosilado, trans-3-O-metil-resveratrol-2-C-β-glicosideo (4).  
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Esquema 2. Marcha de isolamento dos constituintes da fração OHCM-PD.   

2.5.11. Fracionamento cromatográfico de OHCM-PA  

A fração OHCM-PA (O. hexasperma, caule, metanol, partição em acetato de etila; 

11,00 g) foi solubilizada em metanol e forneceu um precipitado de coloração branca (95,0 

mg). O precipitado foi purificado por recristalização em metanol/água. As análises por IV, 

RMN1H e 13C, COSY, HSQC e HMBC permitiram propor a estrutura de um cianoglicosídeo 

(5). O sobrenadante foi aplicado a coluna filtrante de gel de sílica e forneceu 3 frações (A-C). 

A fração A (CHCl3/MeOH – 90:10; 0,04 g), B (CHCl3/MeOH – 75:25; 8,47 g), C 

(CHCl3/MeOH – 50/50; 2,15 g) como mostrado no Esquema 3 (p. 34). Estas frações foram 

fracionadas em coluna cromatográfica de gel de sílica e em Sephadex LH-20. Os 

fracionamentos e purificações conduziram apenas ao isolamento da substância 4. 

 
Esquema 3. Marcha de isolamento dos constituintes da fração OHCM-PA. 
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2.5.12. Fracionamento cromatográfico de OHIM 

A fração OHIM (O. hexasperma, inflorescência, metanol; 10,0 g) foi incorporada em 

gel de sílica e fracionada em coluna de gel de sílica usando solventes orgânicos puros e em 

misturas binárias. O fracionamento foi conduzido com o aumento gradativo da polaridade. 

Foram recolhidas 99 frações com volume de 250 mL. A fração OHIM-17 (14,0 mg) gerou um 

precipitado amarelo pálido, o qual foi purificado por recristalização. Experimentos de RMN 
1H revelaram a presença de sinais característicos de flavona, identificada como apigenina (6). 

A fração OHIM-21-24 apresentou duas manchas em CCDA e foi aplicada em CCDP 

(CH2Cl2/acetona 70:30) para isolamento das substâncias. A fração OHIM-21-24-P1 (4,0 mg) 

foi identificada como sendo a flavona luteolina (7) e a OHIM-21-24-P2 (4,8 mg) como sendo 

o biflavonoide amentoflavona (8), ambas foram analisadas por RMN (Esquema 4, p. 35). A 

fração OHIM-38-43 forneceu um precitado amarelo identificado com por RMN1H como uma 

mistura de orientina e vitexina, ambas isoladas em trabalho anterior (SUZART, 2006). Em 

OHIM-81 foi obtido um precipitado de coloração castanho, o mesmo foi identificado por 

experimentos de RMN1H e 13C como sendo a rutina, também isolada anteriormente por 

SUZART (2006). 

 

Esquema 4. Marcha de isolamento dos constituintes da fração OHIM. 

2.5.13. Fracionamento cromatográfico de OFFM-PD  

A fração OFFM-PD-47-49 (5,0 mg) obtida do fracionamento de OFFM-PD (O. 

ferruginea, folha, metanol, partição em diclorometano), ver 2.5.7. A fração gerou um 

precipitado que foi lavado para retirar a clorofila. A análise em RMN1H do precipitado 
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permitiu a identificação do biflavonoide, putraflavona (9; 3 mg). A marcha do isolamento é 

mostrada no Esquema 5, p. 36. 

 

Esquema 5. Marcha de isolamento dos constituintes da fração OFFM-PD. 

2.5.14. Fracionamento cromatográfico de OSFM-PD 

 A fração OSFM-PD (O. semisserrata, folha, metanol, partição em diclorometano; 5,05 

g) foi solubilizada em metanol e incorporada à gel de sílica. A coluna cromatográfica de gel 

de sílica foi eluída com hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol em ordem crescente 

de polaridade. Foram recolhidas 54 frações de 250 mL. As frações foram analisadas por 

CCDA, as que apresentaram perfil semelhante foram reunidas. A fração OSFM-PD-15-17 

forneceu um precipitado de coloração amarelada, o mesmo foi purificado por recristalização. 

A análise desta fração por RMN 1H e 13C conduziu a identificação do biflavonoide 

heveaflavona (10, 7,0 mg). Na fração OSFM-PD-21-24 (442,0 mg) foi obtida uma mistura de 

biflavonoides identificada por CLAE e CL-EM. A marcha do isolamento é Esquema 6, p. 36.  

 

Esquema 6. Marcha de isolamento dos constituintes da fração OSFM-PD. 
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2.5.15. Fracionamento cromatográfico de OSFM-PA 

Foram aplicados 0,94 g da fração OSFM-PA (O. semisserrata, folha, metanol, partição 

em acetato de etila) em coluna de Sephadex LH-20. Foram recolhidas 35 frações de 10 ml. A 

fração OSFM-PA-14-15 (284, mg) foi submetida a coluna cromatográfica de gel de sílica 

usando como eluente diclorometano e metanol. Foram obtidas 56 frações de 50 ml. A fração 

OSFM-PA-14-15-S-11-12 foi submetida a CCDP (CH2Cl2:Acetona 7:3) e forneceu duas 

frações OSFM-PA-14-15-S-11-12-P1 (7,0 mg) e OSFM-PA-14-15-S-11-12-P2 (5,0 mg). As 

análises de RMN das frações permitiram identificar os ácidos p-hidroxi-benzóico (11) em P1 

e 3,4-diidroxi-benzóico (12) em P2. A análise de RMN da fração OSFM-PA-33-34 conduziu 

a identificação do glicosídeo esterificado, ácido 2-hidroxi-5-O-(6’-O-(4-hidroxibenzoil)-β-D-

glucopiranosil)-benzóico (13, 15,0 mg), enquanto que na fração OSFM-PA-40-42 foi 

identificado um glicosil derivado ácido 2-hidroxi-5-O-(β-D-glucopiranosil)-benzóico (14, 4,0 

mg). A marcha do isolamento é mostrado no Esquema 7, p. 37. 

 
Esquema 7. Marcha de isolamento dos constituintes da fração OSFM-PA. 

2.5.16. Fracionamento cromatográfico de OCFAPH 

 A fração OCFAPH (O. cuspidata, folha, acetato de etila, partição em hexano; 1,598 g) 

foi aplicada em coluna Sephadex LH-20 e eluida com metanol. Foram recolhidas 24 frações 

de 10 ml. As frações 15 à 22 foram reunidas (1,130 g) e submetidas a fracionamento 

cromatográfico em coluna de gel de sílica utilizando como eluente misturas binárias de 

hexano:diclorometano, diclorometano:acetato de etila e diclorometano:metanol. Para a 
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limpeza da coluna foi usado apenas metanol. Foram recolhidas 55 frações de 100 ml. As 

frações com perfis cromatográficos (CCDA) semelhantes foram reunidas. A fração 14 

apresentou um sólido amorfo o qual foi analisado por RMN e EM. Essas análises conduziram 

a identificação da mistura de (3-β-O-acil)-maslínico (15) e ácidos (2-α-O-acil)-maslínico 

(16). A fração 20-23 foi submetida a isolamento em CCDP e gerou as frações 20-23-P1 e 20-

23-P2. Ambas as frações foram analisadas por RMN 1H e 13C, e EM-IES. Na fração 20-23-P1 

foi identificado o ácido (3-β-O-acil)-maslínico (1). Na fração 30-31 foi obtido um precipitado 

branco, purificado por recristalização em acetona e identificado por RMN 1H e 13C como 

ácido maslínico (17). A marcha do isolamento é mestrado no Esquema 8, p. 38. 

 

Esquema 8. Marcha de isolamento dos constituintes da fração OCFAPH. 

2.5.17. Fracionamento cromatográfico de OCSFM 

Foram incorporados 2,29 g de extrato OCSFM em gel de sílica e inseridos em coluna 

cromatográfica. O fracionamento foi realizado utilizando hexano, diclorometano e metanol 

como eluentes. Foram coletadas 48 frações de 100 ml, a marcha do isolamento é mostrada no  

Esquema 9, p. 39. A fração OCSFM-15 (76,0 mg) foi purificada por CCDP 

(diclorometano/acetona 75:25) e analisada por técnicas de RMN que conduziram a 

identificação do biflavonoide diidroochnaflavona (25,0 mg; 18). A fração OCSFM-17 (30,0 
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mg) gerou um precipitado que foi analisado em CCDA e mostrou uma única mancha. O 

precipitado foi submetido a experimentos de RMN que conduziram a identificação do 

biflavonoide ochnaflavona (19). A fração OCSFM-18 (49,0 mg) foi aplicada em coluna de gel 

Sephadex LH-20 e recolhidas 14 frações de 10 ml. A fração OCSFM-18-S-6-9 obtida do 

primeiro fracionamento foi novamente aplicada em gel Sephadex LH-20 fornecendo 12 

subtrações. As frações 9 à 11 foram reunidas e analisados por RMN. Pela análise dos 

espectros de RMN 1H e 13C observou-se uma mistura de flavonoides glicosilados que levou a 

identificação apenas de um, 6’’-acetil-scoparosídeo (20). A fração OCSFM-19 (51,0 mg) 

também foi purificada por exclusão molecular em gel Sephadex LH-20 obtendo-se 21 frações. 

A reunião das frações 17 e 18 resultou na fração OCSFM-19-S-17-18, a mesma foi analisada 

por espectros de RMN conduzindo a identificação de epicatequina, já identifica anteriormente 

nesta espécie (COLLA et al., 2011). 

 

Esquema 9. Marcha do isolamento dos constituintes da fração OCFAPH. 
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2.6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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2.6.1. 2,5-dimetoxibenzoquinona (1) isolada de OHCD 

A identificação da substância 1 foi realizada por interpretação de espectro de RMN de 
1H e 13C. O experimento de RMN 1H (Figura 7, p. 42) apresentou dois simpletos, um em δH 

5,84 (s), característico de hidrogênio olefínico, e outro em δH 3,80 (s), atribuído aos 

hidrogênios de metoxila. No espectro de RMN 13C (Figura 8, p. 42) foi observado um sinal 

em δC 186,9 característico de carbonila, o qual foi atribuído aos carbonos C-1/4. Devido a 

simetria da molécula os demais sinais também correspondem a dois carbonos, o sinal em δC 

157,3 foi atribuído aos carbonos C2/5, em δC 107,4 a C-3/6 e em δC 56,5 aos carbonos de 

ambas as metoxilas. Esses valores estão de acordo com os dados da 2,5-dimetoxi-1,4-

benzoquinona isolada de Hydrangea macrophylla Seringe var. otaksa Makino (KIM et al., 

2001) apresentados na Tabela 6. 

O

O

H3CO

OCH3

 

Tabela 6. Dados de RMN 1H e 13C da substância 1 em comparação com dados da literatura 
para 2,5-dimetoxi-1,4-benzoquinona (KIM et al., 2001). 

C Substância 1 
(CDCl3) 

2,5-dimetoxi-1,4-benzoquinona  
(CDCl3) 

  δδδδH (mult. J)  δδδδH (mult. J) 

1 186,9  186,3  

2 157,3  157,3  

3 107,4 5,84 s 107,4 5,83 s  

4 186,9  186,3  

5 157,3 5,84 s 107,4 5,83 s  

6 107,4  157,3  

7 56,5 3,80 s 56,5 3,63 s 

8 56,5 3,80 s 56,5 3,63 s 
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 AMOSTRA: OHCD-91-93-P3 (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: CDCl3E:\queli_036001r
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Figura 7. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) da substância 1 

 

AMOSTRA: OHCD - 9196 (DEPT Q) - 500MHZ SOLVENTE: CDCL3 OPERADOR DO NMR - MAURICIOE:\queli\193\pdata\1\1r
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Figura 8. Espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, CDCl3) da substância 1 
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2.6.2. Betulina (2) isolada de OHCD 

O espectro de RMN1H (Figura 9, p. 45) corresponde à substância 2 e mostra sinais 

característicos de metilas de triterpeno (Tabela 7, p. 44), δH 0,74(s), 0,80(s), 0,95(s), 0,96(s) e 

1,00(d), em δH 1,66 verificou-se a presença de um simplete característico de metila adjacente 

a carbono vinílico. Um multipleto em δH 3,16 foi atribuído a hidrogênio carbinólico 

característico a de hidrogênio ligado ao carbono C-3 de esqueleto de triterpeno pentacíclico. 

Um duplo dupleto em δH 3,30 e 3,77 mostrou-se compatível com a presença de um metileno 

carbinólico. Outro duplo dupleto aparece em δH 4,56 e 4,66 sendo este atribuído a hidrogênios 

vinílicos. O espectro de RMN 13C (Figura 10 e 11, p. 45) apresentou sinais de grupos 

metílicos, δC 15,4 (23); 28,0 (24); 16,0 (25); 16,1 (26); 14,7 (27) e 19,0 (30). Foram 

observados sinais de dois carbonos sp2 sendo um deles quaternário em δC 150,5 (C-20) e outro 

metilenico em δCH2 109,7 (C-29), além de dois sinais característicos de carbono carbinólico 

em δC 79,0 e 60,5, os quais foram atribuídos ao carbonos C-3 e C-28, respectivamente. Os 

demais sinais são de carbonos sp3 quaternários, metínicos, metilênicos e metílicos. A análise 

desses dados, aliados a considerações biossintéticas e comparação com valores da literatura 

(SOUZA, 2006), além de comparação com padrão em placa de cromatografia em camada fina 

analítica, permitiu propor a estrutura da betulina. 
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Tabela 7. Dados de RMN 1H da substância 2 em comparação com dados da literatura para 
betulina (SOUZA, 2006) 

  substância 2 
(CDCl3) 

Betulina 

(CDCl3) 
  substância 2 

(CDCl3) 
Betulina 

(CDCl3) 
C δC δH (mult. J)    δH (mult. J) C δC δH (mult. J)    δH (mult. J) 

1 38,6   16161616    29,1   

2 27,4   17171717    47,8   

3 79,0 3,16 m 3,16 dd 18 48,7   

4 38,9   19 48,7 2,36 m 2,38 td 

5 55,3   20 150,5   

6 18,3   21 29,7   

7 34,2   22 34,0   

8 40,9   23 15,4 0,77 s 0,66 s 

9 50,4   24 28,0 0,80 s  

10 37,1   25 16,0 0,95 s 0,76 s 

11 20,8   26 16,1 0,96 s 0,83 s 

12 25,2   27 14,7 1,00 s 0,95 s 

13 37,3   28 60,5 3,77/3,30 dd 3,82/3,30 dd 

14 42,7   29 109,7 4,66/4,56 s 4,68/4,57 s 

15 27,0      30303030    19,0 1,66 s 1,68 s 
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 AMOSTRA: OHCD-102 (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: CDCl3E:\queli_030001r
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Figura 9. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) da substância 2 

AMOSTRA: OHCD - 102 (DEPT Q) - 500MHZ SOLVENTE: CDCL3 OPERADOR DO NMR - MAURICIOE:\queli\195\pdata\1\1r
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Figura 10. Espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, CDCl3) da substância 2 
AMOSTRA: OHCD - 102 (DEPT Q) - 500MHZ SOLVENTE: CDCL3 OPERADOR DO NMR - MAURICIO

queli.195.001.1r.esp
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Figura 11. Expansão do espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, CDCl3) da substância 2 de 
7,5 à 65,0 ppm  
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2.6.3. Prunetina (3) isoladas de OHCD 

A fração OHCD-116-120 após o processo de purificação foi submetido a 

experimento de RMN 1H, o qual mostrou sinais compatíveis com o esqueleto molecular de 

isoflavona. No espectro de RMN 1H (Figura 12, p. 48 e  Tabela 8, p. 47) foi observado um 

simpleto em δH 8,15 caractéristico de H-2 de anel heterocíclico de isoflavona. Um sistema 

AA’BB’ foi identificado pela presença de dois dupletos em δH 7,42, atribuídos a H-2’,6’, e δH 

6,88 atribuído ao H-3’,5’. Os dupletos apresentaram J=8,5 Hz. Foi observada a presença de 

dois dupletos, um em δH 6,39 e outro em 6,57; ambos com J=2,2 Hz, os quais foram 

atribuídos respectivamente aos hidrogênios H-6 e H-8. O espectro de HSQC (Figura 13, p. 

48) mostrou interações heteronuclear de H-6/C-6, H-8/C-8, H-2’,5’/C-2’,5’; H-3’,5’/C-3’,5’e 

H-Me/C-Me. O simpleto intenso observado em δH 3,91 (3H) no espectro de RMN 1H, é 

característicos de metoxila e foi atribuído à metoxila ligada ao carbono C-7, pois foi 

observado no espectro de HMBC (Figura 14, p. 49 e 15, p. 50) um acoplamento entre os 

hidrogênios da metila com o carbono 7. A análise do espectro de massa da substância 3 

mostra um padrão de fragmentação compatível com essa proposta. No espectro de massa 

(CG-EM) verificou-se a presença de um fragmento com valor m/z = 166 que justificou o 

padrão de substituição no anel A (Figuras 16 e 17, p. 51); as propostas de fragmentação de 

cada substância encontram-se nos Esquema 10, p. 51. O cromatograma de CG-EM mostra a 

presença de mais 5 componentes os quais foram identificados como ésteres contaminantes 

presentes no eppendorf que continha a amostra e foram extraídos com diclorometano no 

momento da análise. A análise de todos estes dados e a comparação com dados da literatura 

(DEMUNER et al., 2003), permitiram propor a estrutura de 5,4’-dihidroxi-7-metoxi-

isoflavona (3). 
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Tabela 8. Dados de RMN 1H da substância 3 em comparação com dados da literatura para 
prunetina (DEMUNER et al., 2003) 

C Substância 3 
(MeOD) 

Prunetina 
(DMSO-d6) 

 δδδδC δδδδH (mult. J) δδδδC δδδδH (mult. J) 

2 153,5 8,15 s 154,3 8,40 s 

3 122,6  122,4  

4 180,8  180,3  

5   161,7  

6 98,0 6,39 d; 2,2 Hz 97,9 6,41 d; 2,2 Hz 

7 165,3  165,2  

8 91,9 6,57 d; 2,2 Hz 92,3 6,65 d; 2,2 Hz 

9 157,5  157,4  

10 105,5  105,4  

1’ 121,6  121,0  

2’, 6’ 129,6 7,42 d; 8,5 Hz 130,0 7,39 d; 8,6 Hz 

3’, 5’ 114,7 6,88 d; 8,5 Hz 115,0 6,82 d; 8,6 Hz 

4’   157,5  

7-OCH3 55,0 3,91 s 55,9 3,86 s 

5-OH  -  12,96 s 

4’-OH    9,60 s 
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AMOSTRA: OHCD - 116-120 (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: MEOD OPERADOR DO NMR - MAURICIO
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Figura 12. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) da substância 3 
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Figura 13. Mapa do contorno RMN-HSQC (500/125 MHz, MeOD) da substância 3 
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Figura 14. Mapa do contorno RMN-HMBC (500/125 MHz, MeOD) da substância 3 
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Figura 15. Expansão do mapa do contorno RMN-HMBC (500/125 MHz, MeOD) da 
substância 3  
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Figura 16. Cromatogramade (CG) de OHCD-116-120, sinal 1(tR= 23,620 min) corresponde a 
substância 3  

 

Figura 17. Espectro de Massa do sinal com TR = 23,620 s, substância 3 
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Esquema 10. Prosposta de fragmentação para a substância 3  
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2.6.4. Trans-3-O-metil-resveratrol-2-C-β-glucosideo (4) isolada de OHCM-PD 
 

A substância 4 foi primeiramente analisada por RMN 1H (Figuras 18 e 19, p. 54), o 

qual apresentou sinais na região de sistema aromático e de hidrogênio carbinólico. Em δH 7,38 

e 6,79 ppm foram observado sinais compatíveis com um sistema AA’BB’, com constante de 

acoplamento de 8,5 Hz, a estes dois dupletos foram atribuídos os hidrogênios 2’/6’ e 3’/5’, 

respectivamente. Em δH 7,82 ppm encontramos um dupleto com J= 16,4 Hz compatível com 

hidrogênio de olefinico, a presença de outro dupleto em δH 6,77, com J= 16,4 Hz, confirma a 

presença de uma dupla ligação trans. Os sinais δH 7,82 e 6,77 ppm foram atribuídos aos 

hidrogênios H-7 e H-8, respectivamente. Dois simpletos largos foram encontrados em δH 6,32 

e 6,65 ppm e foram atribuídos aos hidrogênios H-4 e H-6, respectivamente. Um simpleto em 

δH 3,71 foi atribuído a metoxila ligada a anel aromático. A metoxila foi localizada no C-3, 

proposta que foi confirmada pela análise do espectro de NOEDIFF (Figura 23, p. 56, 

comparar com o espectro de RMN 1H da Figura 22, p. 56) pela irradiação do sinal em 3,71 

(OCH3) que apresentou nOe em 4,81 (H-1’’) e um sinal referente ao acoplamento do 

hidrogênio H-1’’ com o carbono C-3 (δC 159,4) observado no espectro de HMBC.  O dupleto 

em δH 4,81, com J= 9,8 Hz, foi atribuído ao hidrogênio anomérico H-1’’ da glicose. No 

entanto, no espectro de HSQC (Figuras 24, p. 57) foi possível observar os valores de δH 3,57 

para o H-2’’, δH 3,27 para o H-3’’, δH 3,37 para o H-4’’, δH 3,18 para o H-5’’ e δH 3,34 para o 

H-6’’. No espectro de RMN 13C (Figuras 20, p. 55) não foi observado o sinal correspondente 

ao C-2, o deslocamento químico de C-2 foi observado através do experimento HMBC 

(Figuras 25, p. 58; 26, p. 59 a 27, p. 60) sendo igual a δc 116,2 ppm. Os dados de RMN1H e 
13C encontram-se na Tabela 9, p. 53. No espectro de HSQC foram observados os 

acoplamentos H-4/C-4; H-6/C-6; H-7/C-7; H-8/C-8; H-2’’,6’’/C-2’’,6’’; H-3’’,5’’/C-3’’,5’’; 

H-1’’/C-1’’; H-2’’/C-2’’; H-3’’/C-3’’; H-4’’/C-4’’; H-5’’/C-5’’; H-6’’/C-6’’ e H3C-O/O-CH3. 

No experimento de HMBC foram observados os acoplamentos de H-7/C-2’’; H-7/C-6; H-7/C-

2; H-7/C-8; H-7/C-1; H-7/C-5; H-2’,6’/C-2’/6’; H-2’,6’/C-1’; H-2’,6’/C-4’; H-6/C-Me; H-

6/C-4; H-6/C-2; H-6/C-7; H-6/C-5; H-8/C-3’,5’; H-8/C-7; H-8/C-1’; H-8/C-1; H-8/C-3; H-

4/C-6; H-4/C-2; H-4/C-5; H-4/C-3; H-1’’/C-2’’; H-1’’/C-5’’; H-1’’/C-2; H-1’’/C-1; H-1’’/C-

3; H-Me/C-3; H-4’’/C-6’’; H-4’’/C-3’’; H-4’’/C-5’’; H-4’’/C-2’’; H-3’’/C-4’’; H-3’’/C-6; H-

2’’/C-4 e H-2’’/C-4’’. O Espectro de massas (TOF-MS-ES – Figura 21, p. 55) apresentou íon 

molecular de m/z 403,1386 correspondente a M-H e m/z 404,1445 (M
-.

) compatível com a 

massa molecular  404,147 a qual confere com a estrutura proposta. Com a análise de todos 
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estes experimentos e comparação com dados da literatura (WANG et al., 2007), a substância 

4 foi determinada como trans-3-O-metil-resveratrol-2-C-β-glicosídeo isolado pela primeira 

vez em Ochnaceae. 
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Tabela 9. Dados de RMN 1H da substância 4 e comparação com dados da literatura para 
trans-3-O-metil-resveratrol-2-C-β-glicosideo (WANG et al., 2007) 
 

C Substância 4 
(DMSO-d6) 

Trans-3-O-metil-resveratrol 
-2-C-ββββ-glicosideo (CD3OD) 

  δδδδH (mult. J)  δδδδH (mult. J) 

1 139,6  141,3  

2 116,2  116,8  

3 159,4  160,8  

4 98,5 6,32 sl 98,8 6,27 s 

5 157,8  158,8  

6 105,3 6,65 sl 106,4 6,60 s 

7 125,9 7,82 d; 16,4 Hz 126,5 7,80 d; 16,0 Hz 

8 128,2 6,77 d, 16,4 Hz 130,7 6,71 d; 16,0 Hz 

1’ 128,8  130,9  

2’/6’ 129,3 7,38 d; 8,5 Hz 128,9 7,28 d; 8,3 Hz 

3’/5’ 115,6 6,79 d; 8,5 Hz 116,4 6,68 d; 8,3 Hz 

4’ 157,5  158,0  

1’’ 74,1 4,81 d; 9,8 Hz 75,7 4,97 d; 9,9 Hz 

2’’ 73,7 3,57 s 74,7 3,76 s 

3’’ 79,3 3,27 s 80,2 3,38 s 

4’’ 70,5 3,37 s 71,7 3,48 s 

5’’ 81,3 3,18 s 81,8 3,30 s 

6’’ 63,5 3,34 s 62,8 3,71 s 

OMe 56,3 3,71 s 56,2 3,65 s 
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DMSO

 AMOSTRA: OHCM -PB (127-131) (P2) (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: DMSOE:\queli_059001r

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)

0.03 0.030.030.02 0.010.01 0.01

3
.1

9
4

0

3
.7

1
0

9

4
.5

3
8

6
4

.6
9

3
7

4
.7

9
3

9
4

.8
1

3
5

6
.3

2
4

5

6
.6

5
1

7
6

.7
7

0
2

6
.7

8
5

9

7
.3

6
4

0
7

.3
8

1
0

7
.8

2
6

7
7

.8
5

9
5

O
OH

OH

OH

OCH3

OH
OH

OH

1

2

3

4

5

6

7

8 1'

2'

3'

4'

6'

1''
2''

3''

4''5''

6''

OMe

H-1''

H-7

H-2'/6' H-6
H-4

H-3'/5'

H-8

5''

H2O

 

Figura 18. Espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 4 
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Figura 19. Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 4 
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 AMOSTRA: OHCM -PB (127-131) (P2) (DEPTQ) - 500MHZ SOLVENTE: DMSOE:\queli_064001r
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Figura 20. Espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, DMSO-d6) da substância 4 

 
Figura 21. Espectro de massas (TOF-MS-ESI) da substância 4 
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Figura 22. Espectro de RMN 1H (400 MHz, MeOD) da substância 4 
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Figura 23. Espectro de NOEDIFF (400 MHz, MeOD) da substância 4 
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Figura 24. Mapa do contorno RMN-HSQC (500/125 MHz, DMSO-d6) da substância 4 
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Figura 25. Expansão do mapa do contorno RMN-HMBC (500/125 MHz, DMSO-d6) da 
substância 4, de 3,0 a 5,0 ppm. 
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Figura 26. Expansão do mapa do contorno RMN-HMBC (500/125 MHz, DMSO-d6) da 
substância 4, de 6,2 a 6,9 ppm. 
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Figura 27. Expansão do mapa do contorno RMN-HMBC (500/125 MHz, DMSO-d6) da 
substância 4, de 7,2 a 8,1 ppm. 

 

O
OH

OH

OH

OCH3

OH
OH

OH

1

2

3

4

5

6

7

8 1'

2'

3'

4'

6'

1''
2''

3''

4''5''

6''

5''

 

 



 

 

61 

 

2.6.5. Lithospermosídeo (5) isolado de OHCM-PAB 

 A subfração OHCM-PAB após ser solubilizada em metanol apresentou um 

precipitado de coloração branca. Uma parte desse material foi submentido a experimentos de 

RMN 1H e 13C e IV. O espectro de IV (Figura 28, p. 62) da substância 5 apresentou sinais em 

3425 cm-1 (νOH), 2923 cm-1 (νC-H, ass), 2893 e 2852 cm-1 (νC-H, sim), 2223 cm-1 (νC≡N), 1407 e 

1379 cm-1 (νC=C), 1066 e 1037 cm-1 (νC-O). A análise do espectro de IV permitiu verificar a 

presença do grupo funcional nitrila (C≡N), informação que somada às informações obtidas 

pelas análises de RMN 1H e 13C permitiram propor a estrutura de um cianoglicosídeo. O 

espectro de RMN 1H (Figuras 28 e 29, p. 62) mostrou sinais típicos de hidrogênios olefínico 

em δH 6,21 (d; 9,7 Hz; H-2); 5,95 (d; 9,7 Hz; H-3) e em δH 5,74 (s, H-7). Em δH 4,39 (d; 7,8 

Hz; H-1’) foi observado um dupleto característico de hidrogênio anomérico que junto com 

outros sinais entre δH 2,5 à 4,0 ppm revelam a presença de um carboidrato. Outros sinais de 

hidrogênios carbinólicos foram observados em δH 4,57 (d; 4,1 Hz; H-6), 4,45 (dd; 2,5 e 7,5 

Hz; H-4) e 4,06 (dl, H-5), os quais foram atribuídos a estrutura aglicona. O espectro de RMN 

13C (Figuras 30 e 31, p. 63) apresentou 14 sinais de carbono. Em δC 117,7 foi observado um 

sinal de carbono quaternário característico de nitrila (C-8) e em δC 154,2 um segundo carbono 

quaternário típico de carbono sp2 (C-1). Os demais sinais observados no espectro de RMN 13C 

correspondem a carbonos metínicos  δC 125,1 (C-2), 139,6 (C-3), 68,6 (C-4), 65,3 (C-5), 77,2 

(C-6), 98,7 (C-7) do dieno no anel trioxigenado, e os sinais em  δC 103,1 (C-1’), 73,4 (C-2’), 

77,1 (C-3’), 69,9 (C-4’), 77,0 (C-5’) de CH e o CH2 em 61,3 (C-6’) da glicose. Estes também 

foram observados nos experimentos bidimensionais HSQC (Figura 33, p. 65) e HMBC 

(Figura 34, p. 66) que mostraram interações heteronuclear, 1
J e 2-3

J, respectivamente, que 

confirmou a proposta. No mapa de contorno de HMBC foi observado o H-7 (δH 5,74) 

acoplando com C-1, C-2 e C-4; H-6 (δH 4,57) acoplando com C-4, hidrogênio de HO-5 (δH 

4,94) acoplando com C-1 e H-1’(δH 4,40) acoplando com C-1. No mapa de contorno 1H x 1H-

COSY (Figuras 32, p. 64), H-6 foram observados os seguintes acoplamentos H-3/H-2, H-

5/H-3, H-5/H-6, HO-4/H-4, HO-5/H-5, HO-6’/H-6’, HO-3’/H-3’, HO-2’/H-2’, H-1’/H-2’, H-

3’/H-2’, além dos acoplamentos em W observados para os hidrogênios H-6/H-2, H-5/H-3 e 

H-4/H-2 que permitiram propor a estereoquímica da aglicona. As demais interações 

observadas nos espectros de COSY e HMBC também confirmaram a estrutura cíclica da 

aglicona. A esterioquímica de dos três centros quirais foi determinada por dicroísmo circular e 

comparação com dados da literatura como sendo 6S, 5S, 4R e a da dupla ligação foi definida 

como Z através do experimento de NOEDIFF, ambos realizado com o derivado acetilado de 5 



 

 

62 

 

(ver 2.6.6, p. 66) A interpretação dos espectros de RMN, IV e DC e a comparação com dados 

da literatura, mostrados na tabela 10,   conduziram  a definição estrutural de 5 como sendo o 

cianoglicosídeo, lithospermosídeo. Uma busca na literatura possibilitou identificar alguns 

cianoglicosídeos isolados de outras espécies da família Ochnaceae. Lithospermosídeo já foi 

isolado de Lophira alata (TIH et al., 2003), sendo este o primeiro regitro de cianoglicosídeo 

em Ouratea. 
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Tabela 10. Dados de RMN 1H da substância 5 em comparação com dados da literatura para 
lithospermosídeo (NIRANJAN KUMAR et al., 2013) 

 Substância 5 
DMSO-d6 

COSY HMBC 1Lithospermosideo 
Piridina-d6 

 δδδδC δδδδH (mult. J) 1H x 1H 2-3
JHC δδδδC δδδδH (mult. J) 

1 154,2 -  H-7, 5, 1’ 157,5  
2 125,1 6,21 d; 9,7 Hz H-3, 5 H-7 127,8 6,23  
3 139,6 5,95 dl; 9,7 Hz H-2, 4  140,8 6,36  
4 68,6 4,45 dd; 2,5; 7,5 Hz H-2, 3, HO-4 H-6, 7 72,7 4,69  
5 65,3 4,06 dl H-6, 3, HO-5  77,1 4,48 
6 77,2 4,57 d; 4,1 Hz H-2, 5  78,7 5,26 
7 98,7 5,74 s   98,5 5,62 
8 117,7 -   117,8  
1’ 103,1 4,39 d; 7,8 Hz H-2’  105,7 5,64 d; 7,7 Hz 
2’ 73,4 2,90 m H-1’, 3’, HO-2’  76,3 4,37 ddd 
3’ 77,1 3,15 m HO-3’  79,8 4,23 dd 
4’ 69,9 3,52 m   72,8 4,20 dd 
5’ 77,0 3,11 m   79,7 3,97 dd 
6’ 61,3 3,66 m HO-6’  64,4 4,55; 4,34 dd 
HO-4 5,01  H-4    
HO-5 4,98  H-5    
HO-2’ 5,14  H-2’    
HO-3’ 4,93  H-3’    
HO-4’ 5,06  H-4’    
HO-6’ 3,96  H-6’    
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Figura 28. Espectro de IV (KBr) da substância 5  

AMOSTRA: OHCM-PAB-22 (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO OPERADOR DO NMR - MAURICIOqueli dr - RMN\queli\129\pdata\1\1r

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
Chemical Shift (ppm)

0.05

0.10

0.15

N
o
rm

a
liz

e
d
 I

n
te

n
s
it
y

Water

2
.8

9
7
8

3
.1

1
3
4

3
.1

5
3
1

3
.5

2
0
6

3
.6

6
6
9

3
.9

6
5
0

4
.0

6
4
0

4
.3

9
3
7

4
.4

0
9
4

4
.4

5
4
2

4
.5

7
0
8

4
.5

7
9
0

4
.9

2
6
3

4
.9

3
7
1

4
.9

6
9
8

4
.9

8
5
0

5
.0

0
5
8

5
.0

1
5
2

5
.0

5
6
2

5
.1

3
5
6

5
.1

4
6
3

5
.7

4
5
8

5
.9

2
9
9

5
.9

5
0
1

6
.1

9
5
3

6
.2

1
4
8

H-2 H-3 H-6

HO

H-2'H-1'
H-7

H-4

H-3',5'

H-6'a

H-4'

H-5
HO-6'

1'

2'

3'

4'

5'

6'

2

3

4
5

6

7

8

1

OH

H

O

O

OH

OH
OH

OH

OH

N

H-6'b

 

Figura 29. Expansão espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 5 

queli.129.001.1r.esp
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Figura 30. Expansão espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 5 
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AMOSTRA: OHCM-PAD22ppt (DEPTQ) - 400MHZ SOLVENTE - DMSO OPERADOR DO NMR - VITOR
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Figura 31. Espectro de RMN 13C DEPTQ (100 MHz, DMSO-d6) da substância 5 
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Figura 32. Expansão do espectro de RMN 13C DEPTQ (100 MHz, DMSO-d6) da substância 5 
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Figura 33. Mapa de contorno de COSY (400 MHz, DMSO-d6) da substância 5 
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Figura 34. Mapa de contorno de HSQC (400 MHz, DMSO-d6) da substância 5 
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Figura 35. Mapa de contorno de HMBC (400 MHz, DMSO-d6) da substância 5 
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2.6.6. Derivado acetilado da substância (5a)  

A substância 5 foi submetida a reação de acetilação e forneceu o produto 6a 

peracetilado. O mesmo foi analisado por RMN 1H e 13C (Figuras 36, 37 e 38, p. 69) 

confirmando a formação do produto pela presença de cinco metilas em δH 2,00 a 2,16 ( ver 

Tabela 11). Os espectros de COSY (Figuras 39, p. 70), HSQC (Figuras 40, p. 71) e HMBC 

(Figura 41, p. 72) corroboram a identificação. O experimento de NOEDIFF (Figuras 42, p. 

73) permitiu propor a estereoquímica da ligação dupla como sendo de configuração Z, pela 

irradiação do sinal 6,30 (H-2) que mostrou NOE em 5,93 (H-3) e 5,46 (H-7). O derivado 5a 

foi analisado por dicroísmo circular (DC, Figuras 43, p. 73) e apresentou uma curva com 

efeito Cotton negativo na região de 260-270 nm, mesma região que apresentou máxima 

absorção no espectro de UV (Figuras 43, p. 73) semelhante ao valor de efeito Cotton (260 

nm) para o lithospermosídeo descrito na literatura (WU et al., 1979). A comparação com 

curvas de DC da literatura para alguns cianoglicosídeo permitiu elucidar a estereoquímica do 

derivado e consequentemente da substância 5, como  4R,5S,6S-4,5-dihidroxi-6-

glucopiranosil-8-ciano-ciclohexa-1-7,2-3-dieno. 
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Tabela 11. Dados de RMN 1H da substância 5a 
Substância 5a (CDCl3) 

C δδδδC δδδδH (mult. J) C δδδδC δδδδH (mult. J) 

1 150,2 - 1’ 102,2 4,86 d; 8,0 Hz 

2 127,2 6,31 d; 10,0 Hz 2’ 70,8 5,04 t 

3 133,0 5,93 dl; 10,0 Hz 3’ 72,6 5,25 t 

4 67,8 5,67 dl 4’ 67,9 5,15 t 

5 66,7 5,48 dl 5’ 72,3 3,82 m 

6 75,2 4,77 d; 4,5 Hz 6’ 61,2 4,35 e 4,25 m 

7 101,1 5,44 s Me 20,6 2,02 s 

8 116,0 - C=O 169,3-170,6  
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AMOSTRA: OCHM-PAB 22 - PPT ACET. (PROTON) - 400MHZ SOLVENTE - CDCL3 OPERADOR DO NMR - MAURICIO
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Figura 36. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3) da substância 5a 
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Figura 37. Expansão do espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3) da substância 5a 
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Figura 38. Espectro de RMN 13C DEPTQ (100 MHz, CDCl3) da substância 5a 
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Figura 39. Expansão do mapa de contorno de COSY (400 MHz, CDCl3) da substância 5a 
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Figura 40. Mapa de contorno de HSQC (400 MHz, CDCl3) da substância 5a 
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Figura 41. Mapa de contorno de HMBC (400 MHz, CDCl3) da substância 5a 
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Figura 42. Espectro de NOEDIFF com irradiação na frequência de δH 6,31 

   

Figura 43. Espectro de dicroísmo circular (DC) e UV da substância 5a em metanol. 

 

2.6.7. Apigenina (6) isolada de OHIM 

 O precipitado obtido da fração OHIM-17 foi analisado por RMN1H (Figura 43, p. 

74) e revelou sinais característicos de flavona. Foi observado em δH 7,90 e 6,90 um par de 

dupletos com J = 8,8 Hz, compatível com um sistema AA’-BB’, o qual foi atribuído aos 

hidrogênios H-2’,6’e H-3’,5’, respectivamente. A presença de três simpletos em δH 6,78; 6,47 

e 6,18 mostraram compatibilidade com os hidrogênios H-3, H-8 e H-6. A análise do espectro 

de RMN1H conduziu a identificação da apigenina (6). A comparação dos valores δH com 

dados da literatura (ERSÖZ et al., 2002) são apresentados na tabela 12, p. 73 e confirmaram a 

proposta para apigenina isolado pela primeira vez na espécie O. hexasperma. 
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Tabela 12. Dados de RMN 1H da substância 6 em comparação com dados da literatura para 
apigenina (ERSÖZ et al., 2002) 

C  Substância 6 
(DMSO-d6) 

 Apigenina 
(CD3OD) 

  δδδδH (mult. J)  δδδδH (mult. J) 
2   164,4  

3  6,78 s 106,6 6,58 s 

4   180,4  

5   164,9  

6  6,18 s 104,8 6,71 d; 2,1 Hz 

7   160,1  

8  6,47 s 99,3 6,86 d; 2,1 Hz  

9   160,7  

10   109,4  

1’   123,1  

2’,6’  7,90 d 129,3 7,83 d; 8,8 Hz 

3’,5’  6,90 d 117,0 6,92 d; 8,8 Hz 

4’   162,6  

5-OH  12,95 s  - 
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Figura 44. Espectro de RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) da substância 6 

 

 



 

 

75 

 

2.6.8. Luteolina (7) isolada de OHIM 

 A substância 7 foi isolada por cromatografia em camada preparativa e identificada 

por RMN 1H e 13C (Figura 45, p. 76 e 46, p. 77). O espectro de RMN 1H apresentou sinais 

característicos com o de esqueleto de flavona. Foram observados sinais típicos de anel 

trissubstituído, em δH 7,41(d, H-6’), 7,39 (s, H-2’) e 6,88 (d, J = 7,8 Hz, H-5’). Um simpleto 

intenso foi observado em δH 6,65 e atribuído a H-3. Em δH 6,44 e 6,17 foram encontrados dois 

simpletos largos referentes a H-8 e H-6, respectivamente. O espectro de RMN 13C mostrou 

em δC 181,6 um sinal compatível ao de carbonila com a frequência reduzida. Os sinais em δC 

119,0 (C-6’), 113,4 (C-5’) e 116,2 (C-2’) são típicos de sistema ABC e foram atribuídos aos 

carbonos do anel B de flavona. Seis sinais referentes a carbono quaternários foram observados 

em δC 146,0 (C-3’); 150,4 (C-4’); 161,6 (C-5); 157,5 (C-9), 164,0 (C-2) e 164,9 (C-7), os 

mesmos foram atribuídos a carbonos de sistema aromático, ligados a hidroxila. Outros dois 

carbonos quaternários foram identificados pelos sinais em δC 121,3 (C-1) e 103,5 (C-10). Em 

δC 99,1 e 94,0 verificou-se a presença de sinais compatíveis com os esperados para H-6 e H-8, 

respectivamente. Em δC 102,8 foi observado sinal referente ao C-3. A comparação com dados 

da literatura (EL-SHAFEY & ABDELGAWAD, 2012) confirmaram a proposta para o 

flavonoide luteolina (ver a Tabela 13, p. 76). 
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Tabela 13. Dados de RMN 1H e 13C da substância 7 em comparação com dados da literatura 
para luteolina (EL-SHAFEY & ABDELGAWAD, 2012) 

C  Substância 7 
(DMSO-d6) 

 Luteolina 
(DMSO-d6) 

  δδδδH (mult. J)  δδδδH (mult. J) 
2 164,0  164,1  

3 102,8 6,65 s 102,9 6,65 s 

4 181,7  181,6  

5 161,6  161,2  

6 99,1 6,17 s 99,8 6,19 d; 2,0 Hz 

7 164,9  163,7  

8 94,1 6,44 s 93,7 6,45 d; 2,0 Hz  

9 157,5  156,9  

10 103,5  104,4  

1’ 121,3  121,5  

2’ 113,4 7,39 sl 113,3 7,52 m 

3’ 146,1  145,7  
4’ 150.4  149,6  
5’ 116,1 6,88 d;7,8 Hz 116,0 6,85 d; 7,8 Hz 

6’ 119,0 7,41 dd,  119,9 7,52 m 

5-OH  12,98 s  - 
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Figura 45. Espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 7 
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AMOSTRA: OHIM-21-24 P1 (DEPT Q) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO OPERADOR DO NMR - VITOR
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Figura 46. Espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, DMSO-d6) da substância 7 

2.6.9. Amentoflavona (8) isolada de OHIM 

A substância 8 foi isolada da mesma fração que a substância 8 por CCDP, foi obtido 

pouca quantidade. A análise de RMN 1H e 13C permitiu identificar a substância 8 e mostrou a 

presença de impurezas. O espectro de RMN 1H (Figura 47, p. 79), apresentou sinais na região 

de sistema aromático, além de dois sinais típicos de hidroxila quelada em δH 13,22 e 13,10, 

característicos de biflavonóides. Na região de hidrogênios em anel aromáticos foi observado 

os sinais: em δH 8,31 (sl, H–2’); 7,87 (dd, J= 2,2 e 8,5 Hz, H-6’) e 6,84 (d, J= 8,5 Hz, H–5’) 

compatíveis com um sistema ABC de um anel B com 3’ e 4’ quaternário de um flavonoide; 

em δH 7,69 (d, J= 8,8 Hz H–2’’’ e 6’’’); 6,52 (d, J= 8,8 Hz, H–3’’’ e 5’’’) característico de um 

anel para substituído, δH 6,26 (sl, H–8), 6,14 (sl, H–6) indicando um sistema de hidrogênios 

em anel aromático com acoplamento meta; e δH 6,76 (s, H–3’’); 6,67 (s, H–3), 5,94 (s, H–6’’) 

sugere que a substância 8 seja o biflavonoide amentoflavona isolada anteriormente em outras 

espécies deste gênero (O. ferruginea, O. semisserrata, O. cuspidata). O espectro de RMN 13C 

(Figura 48, p. 79 e 49, p. 80) mostrou sinais compatíveis para a proposta de biflavona. Foi 

observada a presença de sinais típicos de carbonos metínicos do sistema de acoplamento meta 

no anel A de flavonoide δc 94,3 (C–8) e δc 99,2 (C–6). Carbonos metínicos do sistema 

AA’BB’ δc 115,8 (C–3’’’ e C–5’’’), δc 128,5 (C–2’’’ e C–6’’’). O sinal de CH em δc 102,1 

(C-6’’) esta de acordo com dados de amentoflavonas. Além dos sinais para as duas carbonilas 

conjugadas δc 182,0 e 181,8. A ligação interflavonoídica pôde ser confirmada através do 

deslocamento químico do C-3’ esperado para δc 120,54 e C–8’’ para δc 105,19; segundo 

SUZART (2007). Foi observada a presença de um sinal em δc 101,8 (C-8’’) e sinal de 

carbono metínico somente para C-6’’, como mencionado acima. Não foi observado sinal 
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corespondente ao C-3’. Considerando todas as informações obtidas, juntamente com a 

comparação dos valores de deslocamentos químicos de hidrogênio e carbono com valores 

descritos na literatura (VELANDIA, 1997), como mostrado na Tabela 14, além da 

comparação com amostra padrão em CCDA, confirmou-se a identificação da substância 8 

como sendo a amentoflavona. 
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Tabela 14. Dados de RMN 1H e 13C da substância 8 em comparação com dados da literatura 
para amentoflavona (VELANDIA, 1997). 

 Substância 8 
500 MHz (DMSO-d6) 

Amentoflavona 
200 MHz (DMSO-d6) 

C δC δH (mult. J=Hz) δC δH (mult. J=Hz) 
2 164,3  163,8  
3 102,8 6,67 s 102,8 6,79 s 
4 181,8  182,2  
5 160,9  161,6  
6 99,2 6,14 sl 98,8 6,18 d, 2,0 Hz  
7 161,8  164,2  
8 94,3 6,26 sl 94,2 6,46 d, 2,0 Hz 
9 155,2  157,5  
10 103,9  103,5  
1’ 122,3  121,1  
2’ 131,7 8,31 sl 128,3 8,1-7,9 m 
3’ 120,1  120,1  
4’ -  159,6  
5’ 115,4 6,84 d, 8,5 Hz 116,3 7,14 d, 9,3 Hz 
6’ 130,7 7,85 dd, 2,2 e 8,5 Hz 131,4 8,1-7,9 m 
2’’ 165,2  163,9  
3’’ 102,8 6,76 s 103,1 6,84 s 
4’’ 182,0  181,8  
5’’ 160,9  160,7  
6’’ 102,1 5,93 s 98,7 6,39 s 
7’’ 163,0  162,0  
8’’ 101,8  104,1  
9’’ 157,7  154,6  
10’’ 103,9  103,7  
1’’’ -  121,5  
2’’’/6’’’ 128,5 7,68 d, 8,8 Hz 128,3 7,57 d, 8,7 Hz 
3’’’/5’’’ 115,8 6,52 d, 8,8 Hz 115,9 6,71 d, 8,7 Hz 
4’’’   161,1  
OH-5’’  13,22 s  13,10 s 
OH-5  13,10 s  12,97 s 
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Figura 47. Espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 8 
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Figura 48. Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 8 
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Figura 48. Espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, DMSO-d6) da substância 8 

 
2.6.10. Putraflavona (9) isolada de OFFM-PD 

O espectro de RMN 1H (Figura 50 e 51, p. 82) apresentou perfil característico de 

biflavona, com sinais em δH 13,19 e 13,05 (s) atribuídos a duas hidroxilas queladas. Na região 

de hidrogênios de sistema aromáticos foram observados os sinais: em δH 8,21 (d, J= 2,0 Hz, 

H–2’); 8,03 (dd, J= 2,0 e 8,5 Hz, H–6’) e 7,20 (d, J= 8,5 Hz, H–5’) compatíveis com um 

sistema ABC de um anel B de um flavonoide com substituintes nas posições 3’,4’; δH em 7,77 

(d, J= 8,8 Hz, H–2’’’ e 6’’’); 6,91 (d, J= 8,8 Hz, H–3’’’ e 5’’’) característico de um anel para 

substituído, δH 6,61 (sl, H–8), 6,31 (sl, H–6) indicando um sistema de hidrogênios em anel 

aromático com acoplamento meta; e δH 6,77 (s, H–3’’); 6,71 (s, H–3), 6,41 (s, H–6’’). Foram 

encontrados dois sinais compatíveis com a presença de metoxilas ligadas ao anel aromático, 

em δH 3,79 s e 3,89 s. Para determinar a posição das metoxilas, foi utilizado o experimento 

NOEDIFF (Figura 52 e 53, p. 83). O espectro obtido com irradiação na frequência do sinal da 

metoxila (δH 3,79) apresentou nOe em δH 6,94 (d, H-3’’’/5’’’), e é compatível com a presença 

de uma metoxila ligada no C-4’’’. A irradiação na frequência de metoxila (δH 3,89) 

apresentou nOe na região de δH 6,31 e 6,61 sl, que correspondem aos hidrogênios H-6 e H-8, 

confirmando a presença de uma metoxila ligada no C-7. A pouca quantidade impossibilitou a 

aquisição de sinais de 13C. O experimento de RMN 2D HSQC (Figura 54, p. 84) permitiu 

identificar alguns sinais que estão apresentados na Tabela 15, p. 81. Estas informações e a 

comparação dos valores de RMN com dados da literatura para esta substância (SUZART, 

2007b) conduziram a estrutura da putraflavona. Esta substância já havia sido isolada das 

folhas de O. cuspidata. 
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Tabela 15. Dados de RMN 1H da substância 9 em comparação com dados da literatura para 
putraflavona (SUZART, 2007b) 

C Substância 9 (CD3COCD3) Putraflavona (DMSO-d6) 
 δδδδC δδδδH (mult. J) δδδδC δδδδH (mult. J) 
2   164,1  

3 103,0 6,71 s 103,1 6,90 s 

4   182,1  

5   161,1  

6 97,5 6,31 sl 98,0 6,36 d; 1,9Hz 

7   165,1  

8 92,1 6,61 sl 92,6 6,76 sl 

9   157,3  

10   104,7  

1’   120,8  

2’ 131,5 8,21 sl 131,4 8,06 m 

3’   120,2  

4’   157,3  

5’ 116,6 7,20 d; 8,5 Hz 116,4 7,15 d; 9,1 Hz 

6’  8,03 d; 8,5 Hz 127,9 8,06 m 

2’’   163,1  

3’’  6,77 s 103,5 6,91 s 

4’’   181,9  

5’’   160,5  

6’’ 99,2 6,41 s 98,9 6,40 s 

7’’     

8’’   104,2  

9’’   154,5  

10’’   104,2  

1’’’   122,9  

2’’’/6’’’ 128,0 7,77 d; 8,8 Hz 127,9 7,68 d; 8,7 Hz 

3’’’/5’’’ 114,4 6,93 d; 8,8 Hz 114,4 6,93 d; 8,7 Hz 

4’’’   162,2  

5-OH  13,05 s  12,91 s 

7-OMe 55,4 3,89 s 56,0 3,83 s 

5’’-OH  13,19 s  13,07 
4’’’-OMe 55,1 3,79 s 55,5 3,75 s 
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Figura 50. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CD3COCD3) da substância 9 
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Figura 51. Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz, CD3COCD3) da substância 9 
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Figura 52. Espectro de NOEDIF (500 MHz, CD3COCD3) da substância 9 com irradiação 
frequência da metoxila 3,89 ppm 
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Figura 53. Espectro de NOEDIF (500 MHz, CD3COCD3) da substância 9 com irradiação na 
frequência da metoxila 3,79 ppm 
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Figura 54. Expansão do mapa do contorno RMN HSQC (500 MHz, CD3COCD3) da 
substância 9 
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2.6.11. Heveaflavona (10) isolada de OSFM-PD 

A substância 10 apresentou perfil de biflavona em análise por RMN 1H e 13C. No 

espectro de RMN 1H (Figuras 55 e 56, p. 87) verificou-se a presença de sinais típicos de 

sistema para substituído em δH 7,68 (d; 8,8 Hz; H-2’’’/6’’’) e 6,96 (d; 8,8 Hz; H-3’’’/5’’’), 

um sistema ABC também foi observado pelo conjunto de sinais em δH 8,07 (d; 8,5 Hz; H-2’), 

8,03 (sl, H-6’) e 7,17 (dd; 8,5 Hz; H-5). Um sistema de hidrogênios em anel aromático com 

acoplamento meta foi observado em δH 6,69 (sl, H-6) e 6,76 (sl, H-8). Um simpleto intenso 

em δH 6,92 foi atribuído a H-3 e H3’’. O sinal em δH 6,35 (s) foi atribuído a H-6’’. Três 

simpletos foram encontrados na região de metoxila (δH 3,76; 3,82 e 3,84), os mesmo foram 

submetidos a experimento de NOEDIFF para determinar as posições das metoxilas na 

estrutura da substância 10. Neste experimento foi utilizado um derivado acetilado da 

substância 10 para facilitar a determinação. A presença de duas hidroxilas queladas em δH 

12,96 (HO-5’’) e 13,22 (HO-5), e a ausência de um sinal para H-8’’ indicam que a substância 

10 seja um derivado metilado de amentoflavona. Os sinais observados no espectro de RMN 
13C (Figura 57-58, p. 88 e 59-60, p. 89) são compatíveis com esqueleto de amentoflavona. 

Em δC 182,8 (C-4) e 182,4 (C-4’’) foram observados dois sinais típicos de carbonila 

conjugada de flavona. Ao C-3’foi conferido o sinal em δC 122,2 e para C-8’’ o sinal em δC 

105,1. Os deslocamentos químicos de hidrogênio e carbono (Tabela 16, p. 86) foram 

comparados com dados adquiridos na literatura para heveaflavona (CARBONEZI et al, 2007), 

apesar da semelhança entre os valores a confirmação só foi obtida após a confirmação da 

posição das metoxilas por experimento de NOEDIFF (ver derivado 10a, pag. 86). 
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Tabela 16. Dados de RMN 1H e 13C da substância 10 em comparação com dados da literatura 
para heveaflavona (CARBONEZI et al., 2007) 

C  Substância 10 
(500MHz; DMSO-d6)  

Heveaflavona  
(500 MHz; DMSO-d6)  

 δδδδC δδδδH (mult. J)  δδδδC δδδδH (mult. J)  
2  164,4   163,9   

3  103,6  6,92 s  103,1  6,90 s  
4  182,8   181,6   

5  163,2   162,0   

6  98,4  6,69 sl  97,7  6,36 d; 1,9Hz  

7  165,5   164,8   

8  93,1  6,76 sl  92,0  6,76 sl  
9  161,6   157,1   

10  105,4   104,6   

1’  121,5   120,9   

2’  131,7  8,07 d; 8,5 Hz  130,9  8,06 m  
3’  122,2   119,4   

4’  157,7   154,3   

5’  116,5  7,17 d; 8,5 Hz  116,0  7,15 d; 9,1 Hz  

6’  128,6  8,03 sl  127,5  8,06 m  

2’’  164,0   163,4   

3’’  103,6  6,92 s  102,9  6,91 s  

4’’  182,4   182,2   

5’’  161,9   161,5   

6’’  95,9  6,35 s  95,0  6,40 s  
7’’  159,9   161,2   

8’’  105,1   104,7   

9’’  154,1   153,6   

10’’  104,6   104,2   

1’’’  123,3   122,8   

2’’’/6’’’  128,5  7,68 d; 8,8 Hz  127,6  7,68 d; 8,7 Hz  

3’’’/5’’’  114,9  6,96 d; 8,8 Hz  114,1  6,93 d; 8,7 Hz  

4’’’  162,7   162,4   

5-OH   13,22 s   12,91 s  

7-OMe  56,9  3,84 s  55,9  3,83 s  
7’’-OMe  56,4  3,82 s 55,5   

5’’-OH   12,96 s   13,07  

4’’’-OMe  55,9  3,76 s  55,1  3,75 s  
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AMOSTRA: OSFM-PD 15-17 (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO OPERADOR DO NMR - VITORRMN\queli\160\pdata\1\1r
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Figura 55. Espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 10 

 

AMOSTRA: OSFM-PD 15-17 (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO OPERADOR DO NMR - VITOR RMN\queli\160\pdata\1\1r
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Figura 56. Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 10 
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AMOSTRA: OSFM-PD 15-17 (DEPTQ) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO OPERADOR DO NMR - VITORE:\179\pdata\1\1r

.179.001.1r.esp
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Figura 57. Espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, DMSO-d6) da substância 10 

AMOSTRA: OSFM-PD 15-17 (DEPTQ) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO OPERADOR DO NMR - VITOR RMN\queli\179\pdata\1\1r

queli.179.001.1r.esp
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Figura 58. Expansão do espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, DMSO-d6) da substância 

10 
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AMOSTRA: OSFM-PD 15-17 (DEPTQ) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO OPERADOR DO NMR - VITOR RMN\queli\179\pdata\1\1r

queli.179.001.1r.esp
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Figura 59. Expansão do espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, DMSO-d6) da substância 

10 
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Figura 60. Expansão do espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, DMSO-d6) da substância 

10 
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2.6.12. Derivado acetilado (10a) 

 O produto 10a foi obtido da reação de acetilação, com piridina e anidrido acético, da 

substância heveaflavona 10. Esta reação incorpora unidades acila às hidroxilas, mesmos as 

que se encontram queladas pela ligação de hidrogênio com a carbonila. O espectro de RMN 
1H de 10a (Figuras 61, p. 90 e 62, p. 91) quando comparado com o da substância 10 revelou a 

ausência dos simpletos δH 12,96 (HO-5’’) e 13,22 (HO-5), e o surgimento de sinais adicionais 

referentes a três simpletos em δH 2,52; 2,45 e 2,33 ppm referentes aos grupos acetoxilas 

incorcoparados à molécula. Em δH 3,89; 388 e 3,78 foram observados os sinais das metoxilas. 

Cada sinal foi selecionado e irradiado, no entanto não foi possível isolar as metoxilas em 3,89 

e 3,88 devido a proximidade de ambas. A irradiação na frequência do sinal em 3,76 (Figura 

63, p. 91) gerou nOe em 6,83 (H-3’’’,5’’’) e a irradiação na frequência do sinal em 3,89 e 

3,88 (Figura 64, p. 92) gerou nOe em 6,78 (H-8), 6,58 (H-6) e 6,54 (H-6’’). Esses dados 

permitiram localizar as metoxilas δH 3,76 em 4’’’ e as metoxilas δH 3,89 e 3,88 em 7 e 7’’. 
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AMOSTRA: Haveaflavo acetilada (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: CDCl3 OPERADOR DO NMR - VITOR RMN\queli\200\pdata\1\1r

queli.200.001.1r.esp
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Figura 61. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) da substância 10a 
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AMOSTRA: Haveaflavo acetilada (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: CDCl3 OPERADOR DO NMR - VITOR RMN\queli\200\pdata\1\1r

queli.200.001.1r.esp
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Figura 62. Expansão espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) da substância 10a 
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Figura 63. Espectro de NOEDIFF (500 MHz, CDCl3) da substância 10a com irradiação na 
frequência 3,78. 
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Figura 64. Espectro de NOEDIFF (500 MHz, CDCl3) da substância 10a com irradiação na 
frequência 3,88-3,89. 

 

2.6.13. Ácido p-hidroxi-benzóico (11) isolado de OSFM-PA 
 
 Os experimentos de RMN 1H e 13C (Figura 65 e 66, p. 93) mostraram sinais 

compatíveis para esqueleto de composto aromático para-substituído. Foi observado um par de 

dupleto em δH 7,72 (H-2/6) e 6,67 (H-3/5), com J= 8,5 Hz, no espectro de RMN 1H. No 

experimento de RMN 13C foram observados os sinais: δC 170,6 atribuído ao carbono de 

carboxila ligado a sistema aromático, 159,2 característico de carbono de sistema aromático 

ligado a hidroxila e os sinais 131,2 (C-2/6) e 114,3 (3/5) foram conferidos aos carbonos 

metínicos de sistema AA’XX’. A análise desses espectros e comparação com os dados da 

literatura (RUKACHAISIRIKUL et al., 2010) permitiram chegar na estrutura do ácido p-

hidroxi-benzóico (11), como mostrado na Tabela 17, p. 93. 
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Tabela 17. Dados de RMN 1H e 13C da substância 11 em comparação com dados da literatura 
para ácido p-hidroxi-benzóico (RUKACHAISIRIKUL et al., 2010). 

C Substância 11 
500 MHz, (DMSO-d6) 

Ácido p-hidroxibenzóico 
300 MHz, (CDCl3) 

 δδδδC δδδδH (mult. J)  δδδδC δδδδH (mult. J)  
1 -  121,7  
2/6 131,2 7,72 d; 8,5 Hz 131,8 7,93 d, 8,7 Hz 
3/5 114,3 6,67 d; 8,5 Hz 115,1 6,93 d, 8,7 Hz 
4 159,2  161,8  
7 170,6  166,9  
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Figura 65. Espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 11 
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Figura 66. Espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, DMSO-d6) da substância 11 
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2.6.14. Ácido 3,4-diidroxi-benzóico (12) isolada de OSFM-PA 

 Os experimentos de RMN 1H e 13C (Figura 67, p. 94 e 68, p. 95) mostraram sinais 

compatíveis com os sinais esperados para esqueleto de composto aromático tri-substituído. 

No espectro de RMN 1H foram observados sinais de hidrogênios em δH 7,32 (s, H-6) e 7,21 

(dd; H-7; 8,2; -) 6,53 (d, H-3, 8,2 Hz). No experimento de RMN 13C foram observados os 

sinais: 170,7 atribuído ao carbono de carboxila ligado a sistema aromático, 144,9 foi atribuído 

ao carbono C-4 e 148,6 ao carbono C-5 e os demais sinais 121,5 (C-7), 117,8 (C-3) e 115,3 

(C-6) foram atribuídos aos carbonos metínicos do anel aromático de sistema ABC. A análise 

desses espectros e comparação com os dados da literatura (FLAMINI et al., 2001) permitiram 

chegar na estrutura do ácido 4,5-dihidroxi-benzóico ou ácido protocatecuíco (12), como 

mostrado na Tabela 18. 

Tabela 18. Dados de RMN 1H e 13C da substância 12 em comparação com dados da literatura 
para ácido 3,4-dihidroxi-benzóico (FLAMINI et al., 2001) 

 Substância 12 
500 MHz (CDCl3) 

 Ácido protocatecuíco  
50 MHz (CD3OD) 

1  - 123 
2 7,32 (s) 115,3 116 
3  144,9 146 
4  148,6 151 
5 7,21 (dd, 8,2 Hz)  117,8 118 
6 6,63 (d, 8,2 Hz) 121,5 124 
7  170,7 170 

 
 

AMOSTRA: OSFM-PA (14-15 Si -11-12 P2) (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO OPERADOR DO NMR - MAURICIOE:\175\pdata\1\1r

.175.001.1r.esp

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)

0

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

0.45

0.50

N
o

rm
a

liz
e

d
 I

n
te

n
s
it
y

7
.3

1
9
1

7
.2

1
1
3

7
.2

0
8
8

7
.1

9
5
6

7
.1

9
2
4

6
.6

3
4
6

6
.6

1
8
2

OH

O

OH

OH
7

1
2

3

4
5

6

H-2

H-6

H-5

DMSO
TMS

 

Figura 67. Espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 12 
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AMOSTRA: OSFM-PA (14-15 Si -11-12 P2) (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO OPERADOR DO NMR - VITOR

queli.181.001.1r.esp
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Figura 68. Espectro de RMN 13C (125 MHz, DMSO-d6) da substância 12 
 

2.6.15. Ácido 2-hidroxi-5-O-(6’-O-(4-hidroxibenzoil)-ββββ-D-glicopiranosil)-benzóico (13) 
isolado de OSFM-PA 

A substância 13 foi identificada por RMN 1H e 13C, HSQC e HMBC os quais 

evidenciaram a presença de um carboidrato com uma porção aromática. No espectro de RMN 
1H (Figuras 69 e 70, p. 97) foi observado um sistema AA’XX’ em δΗ 7,83 (d; 8,5 Hz) e 6,89 

(d; 8,5 Hz) e um sistema ABC em δΗ 7,42 (d; 3,1 Hz; H-6’), 6,94 (dd; 8,8 e 3,1 Hz; H-4’) e 

6,47 (d; 8,8 Hz; H-3’). Na região de carboidrato foi observado um dupleto em 4,72 com J= 

7,5 Hz atribuído a H-1. Os sinais em δΗ 4,53(d; 10,4 Hz; H-6); 4,18 (m, H-6) e entre δΗ 3,59 e 

3,24 (H-2, H-3, H-4, H-5) são atribuídos aos hidrogênios da unidade de glicose. No espectro 

de RMN 13C (Figuras 71 e 72, p. 98) foi observado um sinal em δC 102,3 típico de carbono 

anomérico (C-1), em δC 76,8 (C-3); 74,1 (C-5); 73,7 (C-2); 70,7 (C-4) e 64,3 (C-6) são 

encontrados os demais sinais que confirmam a estrutura da glicose. Os sinais em δC 171,9 (C-

7’) e 165,9 (C-7’’) foram atribuídos a carboxila e carbonila de éster conjugada, 

respectivamente. Carbonos quaternários foram observados em δC 162,6; 157,8 e 148,6 e 

atribuídos a H-4’’, H-2’ e H-5’, respectivamente. Os sistemas AA’XX’ [132,0 (C-2’/6’) e 

115,8 (C-3’/5’)] e ABC [121,1 (C-4’); 118,5 (C-6’) e 116,1 (C-3’)] observados no espectro de 

RMN 1H foram confirmados no espectro de RMN 13C. O espectro de HSQC (Figuras 73, p. 

99 e 74, p. 100) mostrou acoplamentos heteronucleares (1
J) que estão de acordo com os sinais 

observados nos espectros de RMN 1H e 13C. O espectro de HMBC mostrou acoplamentos 

heteronucleares (2-3
J) (Figuras 75, p. 101;  76,  p. 102 e 77, p. 103). O sistema ABC aparece 

ligado a glicose por uma ligação C-O-C entre o oxigênio em C-5’com o carbono anomérico 

C-1, o acoplamento de δΗ 4,73 (H-1) com δC 148 (C-5’) confirma a proposta. Já o sistema 
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AA’BB’ esta ligado ao oxigênio do C-6 por uma ligação de esterificação confirmada pelos 

acoplamentos de δΗ  4,53 (H-6a) e 4,18 (H-6b) com δC 165,2 (C-7’’).  Devido a presença de 

dois átomos de oxigênio no sistema ABC foi realizado o experimento de NOEFIFF (Figura 

79, p. 104, comparar com o espectro de RMN 1H, Figura 78) para verificar quais hidrogênios 

do sistema ABC estão próximos do hidrogênio anomérico. O sinal em δΗ  4,72 (H-1) foi 

irradiado e observou-se nOe em (H-4’) e (H-6’) que confirmaram a proposta. Na tabela 19 

encontram-se os deslocamentos químicos de hidrogênio e carbono para a substância 13. A 

análise desses dados foi comparada com dados da literatura que permitiram identificar a 

substância 13 como sendo a parmentina B (ABDEL-WAHAB et al., 2014). 
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Tabela 19. Dados de RMN 1H e 13C da substância 13 

 Substância 13 
(500 MHz, DMSO-d6) 

 Parmentina B 
(400 MHz, CD3OD) 

 δδδδC δδδδH (mult. J) δδδδC δδδδH (mult. J) 
1 102,3 4,72 (d; 7,5 Hz) 103,5 4,82 (d; 9,0 Hz) 
2 73,7 3,52 m 75,5 3,74 m 
3 76,8 - 78,3 3,52 m 
4 70,7 3,24 m 72,0 3,42 m 
5 74,5 3,52 m 75,0 3,40 m 
6 64,3 4,53 (d; 10,4 Hz) 

4,18 (dd; 7,2 e 11,5 Hz) 
65,1 4,64 (dd; 12,0 e 2,4 Hz) 

4,33 (dd, 12,0 e 7,2 Hz) 
1’ 120,7 - 120,5 - 
2’ 157,8 - 158,0 - 
3’ 116,1 6,47 (d; 8,8 Hz) 117,5 6,63 (d; 9,0 Hz) 
4’ 121,2 6,93 (dd; 2,8 e 8,8 Hz) 124,5 6,87 (d; 8,9 Hz) 
5’ 148,6 - 150,7 - 
6’ 118,5 7,42 (d; 2,8 Hz) 119,9 7,52 (d; 3,0 Hz) 
7’ 171,9 - 175,0 - 
1’’ 120,6 - 122,2 - 

2’’/6’’ 132,0 7,83 (d; 8,5 Hz) 133,1 7,87 (d, 8,9 Hz) 
3’’/5’’ 115,9 6,89 (d; 8,5 Hz) 116,3 6,81 (d; 8,9 Hz) 

4’’ 162,6 - 163,7  
7’’ 166,0 - 167,5  
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AMOSTRA: OSFM-PA 14-15/Si33-34 (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO OPERADOR DO NMR - VITORRMN\queli\157\pdata\1\1r

queli.157.001.1r.esp
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Figura 69. Espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 13 

queli.157.001.1r.esp

8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4
Chemical Shift (ppm)

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

N
o
rm

a
liz

e
d
 I

n
te

n
s
it
y

6
.4

5
2
5

6
.4

7
0
1

6
.8

7
7
3

6
.8

9
4
3

6
.9

1
8
9

6
.9

2
5
2

6
.9

3
6
6

6
.9

4
2
9

7
.4

1
6
3

7
.4

2
2
0

7
.8

2
1
0

7
.8

3
8
6

H-2''/6'' H-3''/5''
H-4'

H-6' H-3'

AMOSTRA: OSFM-PA 14-15/Si33-34 (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO OPERADOR DO NMR - VITORRMN\queli\157\pdata\1\1r

 

Figura 70. Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 13 
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AMOSTRA: OSFM-PA 14-15/Si33-34 (DEPT Q) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO OPERADOR DO NMR - VITORE:\162\pdata\1\1r

.162.001.1r.esp
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Figura 71. Espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, DMSO-d6) da substância 13 

 

AMOSTRA: OSFM-PA 14-15/Si33-34 (DEPT Q) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO OPERADOR DO NMR - VITORRMN\queli\162\pdata\1\1r
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Figura 72. Expansão do espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, DMSO-d6) da substância 

13 
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Figura 73. Expansão do mapa de contorno de HSQC (500 MHz, DMSO-d6) da substância 13 
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Figura 74. Expansão do mapa de contorno de HSQC (500 MHz, DMSO-d6) da substância 13 

1
2

3

4
5

6

1'''

2'' 3''

4''

5''
6''

7''

7'

1'

2'

3'

4'

5'

6'
O

O

OH
OH

O

OH

O OHOHO

OH

 

 



 

 

101 

 

queli.164.001.2rr.esp

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
F2 Chemical Shift (ppm)

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

130

140

150

160

170

180

190

F
1

 C
h

e
m

ic
a

l 
S

h
if
t 

(p
p

m
)

7.83, 162.61, 0.56

4.72, 148.28, 0.27

7.83, 165.75, 0.2

6.46, 120.91, 0.18

7.83, 131.56, 0.15

6.45, 148.28, 0.14

3.23, 101.97, 0.13

3.59, 175.22, 0.13

3.31, 70.53, 0.114.39, 70.07, 0.09

6.93, 148.28, 0.08

4.18, 165.96, 0.07

6.45, 157.54, 0.06

7.43, 171.43, 0.05

6.88, 162.17, 0.05

7.84, 115.86, 0.04

4.19, 73.76, 0.04

6.45, 171.85, 0.04

3.79, 148.28, 0.04

4.53, 165.54, 0.03

4.71, 74.6, 0.02

 

Figura 75. Mapa de contorno de HMBC (500 MHz, DMSO-d6) da substância 13 

1
2

3

4
5

6

1'''

2'' 3''

4''

5''
6''

7''

7'

1'

2'

3'

4'

5'

6'
O

O

OH
OH

O

OH

O OHOHO

OH

 



 

 

102 

 

queli.164.001.2rr.esp

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
F2 Chemical Shift (ppm)

56

64

72

80

88

96

104

112

120

128

136

144

152

160

168

176

184

192

F
1

 C
h

e
m

ic
a

l 
S

h
if
t 

(p
p

m
)

4.72, 148.28, 0.27

3.24, 76.95, 0.26

3.23, 101.97, 0.13

3.59, 175.22, 0.13

3.31, 70.53, 0.114.39, 70.07, 0.09

3.31, 73.74, 0.08

4.18, 165.96, 0.07

4.19, 73.76, 0.04

3.79, 148.28, 0.04

4.53, 165.54, 0.03

4.71, 74.6, 0.02

H-3/C-2

H-3/C-4

H-2/C-3

H-2/C-1

H-6a/C-2

H-1/C-5'

H-6b/C-7''

H-1/C-5'

 

Figura 76. Expansão do mapa de contorno de HMBC (500 MHz, DMSO-d6) da substância 13 
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Figura 77. Expansão do mapa de contorno de HMBC (500 MHz, DMSO-d6) da substância 13 
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08/05/2015 12:16:02AMOSTRA: OSFM-PA (14-15 Si) 33/34 (PROTON) - 400MHZ SOLVENTE - MEOD OPERADOR DO NMR - MAURICIO
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Figura 78. Espectro de RMN 1H (500 MHz, MeOD) da substância 13. 
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Figura 79. Espectro de NOEDIFF (500 MHz, MeOD) da substância 13 com irradiação na 
frequência 4,87. 

 

2.6.16. Ácido 2-hidroxi-5-O-(ββββ-D-glicopiranosil)-benzóico (14) isolada de OSFM-PA 

A substância 14 apresentou coloração castanho-avermelhada e foi identificada por 

RMN 1H e 13C e técnicas bidimensionais. O espectro de RMN 1H (Figura 80, p. 106 e 81, p. 

106) apresentou sinais em δH 7,61 (d; 2,5 Hz; H-6’); 7,11 (dd; 2,5 e 7,0 Hz; H-4’) e 6,74 (d; 

7,0 Hz; H-3’) na região de hidrogênio aromático, os quais são compatíveis para sistema ABC. 

Em δH 4,79 (d; 5,8 Hz; H-1’) foi obervado um sinal característico de hidrogênio carbinólico 

indicando a presença de uma unidade de glicose, a qual foi confirmada pelos demais sinais em 

δH 3,92 (H-6’); 3,46 (H-2’ e H-5’) e 3,42 (H-3’ e H-4’). No espectro de RMN 13C (Figura 82, 

p. 106) foi observado sinais de carbono metínicos, δC 116,1 (C-3); 118,2 (C-6) e 122,3 (C-4) 
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que confirmam a o sistema ABC, além de dois sinais de carbono quaternários em δC 156,6 (C-

2) e 149,5 (C-5). Os sinais característicos de glicose foram observados em δC 102,3 (H-1’); 

76,6 (H-5’); 76,6 (H-3’); 73,6 (H-2’); 69,9 (H-4’) e 61,0 (H-6’). O espectro de HSQC, Figura 

83, p. 107, apresentou interações heteronucleares (1
J) que confirmam a atribuição feita para os 

sinais de 1H e 13C. O espectro de HMBC, Figura 84, p. 108, mostrou interações 

heteronucleares (2-3
J), foram observadas as interações: H-3/C-5, H-3/C-6, H-4/C-2, e H-1’/C-

5, este último acoplamento mostra que o C-1’ da glicose está ligada ao oxigênio ligado a C-5. 

Um simpleto em δH 8,56 evidencia a presença de uma hidroxila de ácido confirmando a 

proposta. Os dados da substância 14 foram comparados à dados da literatura que levaram a 

identificação do ácido gentísico-5-O-β-D-glicosídeo, e seus dados de RMN 1H e 13C são 

mostrados na Tabela 20, p. 104.  
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Tabela 20. Dados de RMN 1H e 13C da substância 14 

Substância 14 
(500 MHz, MeOD) 

 Ácido gentísico  
5-O-ββββ-D-glicosídeo 

 δδδδC  δδδδH (mult. J)  δδδδC  δδδδH (mult. J)    
1 −−−−        113,8     
2 156,6   158,7  
3  116,1 6,74 (d; 7,0 Hz) 119.1 6,85 (d; 9,3 Hz) 
4  122,3  7,11 (dd; 2,5 e 7,0 Hz) 126,9 7,29 (dd; 2,9 e 8,8 Hz) 
5  149,5   151,3  
6  118,2 7,61 (d; 2,5 Hz) 118,8 7,59 (dd, 2,9 Hz, -) 
7 -  173,1  
1’ 102,3  4,79 (d; 5,8 Hz)  103,6 4,78 (d, 7,3 Hz) 
2’  73,6  3,46 m  74,9 3,44 - 3,39 m 
3’  76,6  3,42 m 78.1 3,44 - 3,39 m 
4’  69,9  3,42 m  71,3 3,44 - 3,39 m 
5’  76,6  3,46 m  77,9 3,44 - 3,39 m 
6’  61,0  3,90 e 3,74 (dd; 9,8 Hz e - )  62,4 3,88 e 3,71 (dd; 4,2 e 11,7 Hz) 
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AMOSTRA: OSFM-PA (40-42)- (PROTON) - 400MHZ SOLVENTE - MEOD OPERADOR DO NMR - MAURICIO
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Figura 80. Espectro de RMN 1H (400 MHz, MeOD) da substância 14 
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AMOSTRA: OSFM-PA (40-42)- (PROTON) - 400MHZ SOLVENTE - MEOD OPERADOR DO NMR - MAURICIO
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Figura 81. Expansão do espectro de RMN 1H (400 MHz, MeOD) da substância 14 

AMOSTRA: OSFM-PA (40-42)- (DEPTQ) - 400MHZ SOLVENTE - MEOD OPERADOR DO NMR - MAURICIO
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Figura 82. Espectro de RMN 13C DEPTQ (100 MHz, MeOD) da substância 14 
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Figura 83. Mapa do contorno de HSQC (400 MHz, MeOD) da substância 14 
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Figura 84. Mapa do contorno de HMBC (400 MHz, MeOD) da substância 14 
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2.6.17. Ácido 3β-O-acil-maslínico (15) isolada de OCFAPH 

A substância 15 foi determinada por RMN 1H e 13C e EM. O espectro de RMN 1H 

(Figura 85 e 86, p. 111) mostrou sinais em δH 0,75; 0,88; 0,90; 0,92; 0,94; 1,00 e 1.15 

correspondentes a sete grupos metila podendo então se tratar de uma estrutura triterpênica, em 

δH 2,40 foi observado um sinal característico de grupo metilênico alfa a carbonila (t, J= 7,2 

Hz, H- 2’), δH 5,29 (sl, H–12) sinal típico de hidrogênio olefínico, δH 4,53 (d, J= 10,1 Hz, H–

3) e 3,80 (t, H-2) sinais característicos de hidrogênio carbinólico e em δH 2,85 (dl, J= 11,0 Hz, 

H–18) um sinal com perfil de H-18 típico da série oleanano com carboxila em C-28. O 

espectro de RMN 13C (Figuras 87 e 88, p. 112) apresentou além dos sinais de grupos 

metílicos [δc 16.5 (C–25), 17.6 (C– 26), 17,1 (C–24), 23,6 (C–30), 25.9 (C–27), 28.5 (C–23), 

33.0 (C–29)], os sinais de carbonos olefínicos em 122.48, e 143.55, duas carbonilas δc 175.5 

(éster) e 184.2 (ácido). O sinal em δc 84,8 é compatível com o valor do deslocamento químico 

para C-3 ligado a uma hidroxila, sustentando o grupo O-acila. Em δc 67,8 foi observado um 

sinal compatível com o deslocamento químico esperado para um carbono carbinólico. Estes 

estão de acordo com o dupleto em δH 4,56 (H-3) e um tripleto em δH 3,81 (H-2), que 

justificam a presença de oxidações em C-2 e C-3 do esqueleto triterpênico. A análise de 

espectrometria de massa (EM-IES) da substância, realizado em modo negativo, mostrou o 

pico m/z 709,5766 sendo reconhecido como o do íon molecular (Figura 89, p. 113). O valor 

do íon molecular é compatível com a fórmula molecular C46H78O5. O espectro obtido da 

segunda ionização (EM/EM) mostrou poucos fragmentos sendo o principal o de massa m/z 

255,2327 que confirma a cadeia alifática com 16 carbonos (C16H31O2). A análise destes dados 

espectrais e a comparação com dados registrados na literatura para o ácido maslínico 

(TANIGUCHI et al., 2002) e ácido oleanólico (SUZART et al., 2006) (Tabela 21, p.110), 

permitiram identificar o triterpeno como sendo o ácido 3β-O-acil-maslínico (15). Não foram 

encontrados dados específicos para este triterpeno na literatura. 
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Tabela 21. Dados de RMN 1H e 13C da substância 15 em comparação com dados da literatura 
para os ácidos maslínico e oleanólico (TANIGUCHI et al., 2002; SUZART et al., 2006) 

 Substância 15 
500 MHz (CDCl3) 

Ác. oleanólico  
200 MHz (CDCl3) 

 Ác. maslínico  
500 MHz (Piridina-d6) 

C δC δH δC δC  
1 47,6 2,07 m 38,0 47,8  
2 67,8 3,80 t 23,5 68,6 4,09 ddd, 4,5; 9,5; 11,0 Hz 
3 84,8 4,53 d, 10,1 Hz 80,5 83,8 3,38 d, 9,5 Hz 
4 38,2  37,7 39,8  
5 55,1  55,2 55,9  
6 18,3  18,1 18,9  
7 30,7  32,4 33,2  
8 39,3  39,2 48,2  
9 47,5  47,5 48,2  
10 39,3  36,9 38,6  
11 23,5  22,8 -  
12 122,6 5,29 sl 122,5 122,5 5,45 sl 
13 143,8  143,5 144,9  
14 41,6  41,5 42,2  
15 27,6  27,6 28,3  
16 22,8  25,9 23,7  
17 46,5  31,9 46,7  
18 40,9 2,85 d, 11,0 Hz 46,5 - 3,28 dd; 4,5; 14,5 Hz 
19 45,8  45,8 42,0  
20 30,6  30,6 31,0  
21 33,8  33,7 34,3  
22 32,4  34,8 33,3  
23 28,5 0,88 s 28,0 29,4  
24 17,1 0,90 s 17,1 16,9  
25 16,5 0,75 s 15,3 17,5  
26 17,6 0,92 s 16,7 17,7  
27 25,9 0,94 s 25,1 26,2  
28 184,2 - 184,6 180,2  
29 33,0 1,00 s 33,0 33,3  
30 23,6 1,15 s 22,6 23,8  
1’ 175,5     
2’ 34,7 2,40 dd, 7,2 Hz    
3’ 25,0      
4’-13’ 29,7-29,2 1,27    
14’ 31,9     
15’ 22,7     
16’ 14,1     
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AMOSTRA: OCFAC-20-23-P1(PROTON) - 500MHZ SOLVENTE:CDCL3 OPERADOR DO NMR - VITOR
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Figura 85. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) da substância 15 

AMOSTRA: OCFAC-20-23-P1(PROTON) - 500MHZ SOLVENTE:CDCL3 OPERADOR DO NMR - VITOR
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Figura 86. Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) da substância 15 
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AMOSTRA: OCFAC-20-23-P1(DEPTQ) - 500MHZ SOLVENTE:CDCL3 OPERADOR DO NMR - VITOR
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Figura 87. Espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, CDCl3) da substância 15 
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Figura 88. Expansão do espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, CDCl3) da substância 15 
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Figura 89. Espectros de EM-IES 1ª ionização e 2ª ionização da substância 15 
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Esquema 11. Proposta de fragmentação para a substância 15. 

 

2.6.18. Mistura dos ácidos 3β-O-acil-maslínico (15) e 2α-O-acil-maslínico (16) isolada de 
OCFAPH 

 Os espectros de RMN 1H e 13C mostraram sinais compatíveis com a proposta de duas 

substâncias com esqueleto oleanano. No espectro de RMN 1H (Figura 91, p. 114 e 92, p. 115) 

foi observado dois dupletos sobreposto em  δH 5,30 e 5,28, os mesmos foram atribuídos ao H-

12 da estrutura das substâncias 15 e 16, respectivamente. Foram observados dois acoplamento 

entre hidrogênios carbinólicos em δH 4,97 (ddd, J = 4,7; 11,0; 10,1 Hz, H-2) e 3,23(d, J = 10,1 

Hz, H-3) e entre δH 4,53 (d, 10,1 Hz) e 3,81 (ddd, 4,8; 11,0; 11,0)  esses pares de duplo-duplo-

dupleto e dupleto confirmam a mistura de duas substâncias com esqueleto de oleanano. A 
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diferença de deslocamento entre os pares revela que na substância 15 o grupo acil está ligado 

de C-3, enquanto que na substância 16 o grupo acil está ligado ao C-2. Dois sinais de tripleto, 

em δH 2,34 e 2,31, foram atribuídos ao H-2’ de 15 e 16, respectivamente, por serem 

característicos de metileno adjacente a carbonila. No espectro de RMN 1H, bem como nos 

demais espectros, são assinalados os sinais atribuídos à substância 15 na cor preta e na cor 

vermelha para a substância 16. No espectro de RMN 13C (Figura 93, p. 118) foram 

observados os sinais em δC 174,5 (C-1’); 80,9 (C-3) e 73,0 (C-2), os quais foram conferidos a 

substância 16. A proposta foi confirmada pelos experimentos de COSY, HSQC e HMBC. O 

espectro de COSY (Figura 94, p. 119) mostrou acoplamento homonuclear de δH 4,55 (H-3)/ 

3,80 (H-2) e δH 2,06 (H-1eq)/3,83 (H-2), 3,82 (H-2)/1,03 (H-1ax) e 2,43 (H-2’)/1,65 (H-3’) 

para 15 e 4,98 (H-2)/0,94 (H-1ax), 4,98 (H-2)/1,99 (H-1eq) e 4,98 (H-2)/3,21 (H-3) para 16, 

além de 1,18 (H-18)/ 2,80 (H-19eq), 2,85 (H-18)/1,62 (H-19 ax), e 5,30 (H-12)/1,90 (H-11). 

O experimento de HSQC (Figura 95, p. 120) mostrou interação heteronuclear 1
JHC. Para a 

substância 15 as principais foram: 2,08/47,1 (H-1/C-1); 3,81/67,0 (H-2/C-2); 4,52/84,2 (H-

3/C-3) e para 16: 4,97/72,3 (H-2/C-2) e 3,21/80,4 (H-3/C-3), as demais interações foram 

atribuídas para ambas às substâncias: 5,30/121,6 (H-12/C-12); 2,82/40,5 (H-18/C-18) e 

2,35/33,8 (H-2’/C-2’). No mapa do contorno de HMBC (Figura 96, p. 121 e 97, p. 122) 

foram observados os acoplamentos da substância 15: H-12/C-14, C-9; H-3/C-1’, C-2, C-4, C-

23, C-24; H-18/C-12, C-13, C-14, C-16, C-28; H-1/C-2, C-3, C-10, C-25; H-2’/C-1’. Para 

substância 16 foram observados os acoplamentos: H-3/C-2, C-4, C-23, C-24; H-2/C-3, C-1’; 

H-1/C-2, C-3, C-4, C-5, C-25; H-2’/C-1’. O espectro de massas EM-IES da fração OCFAPH-

14 (Figura 90, p. 116) apresentou dois picos, com valores de íon [M-H]-. de m/z 709,5777 

(C46H78O5, calc 709,5771) e 737,6074 (C48H82O5, calc 737,6984). No espectro obtido da 2ª 

ionização de m/z 709,5777 (60%) foram identificados os picos 453,3370 (30%, fragmento de 

triterpeno ácido, C30H31O2, calc. 255,2324) e 255,2326 (100%, fragmento de unidade acila, 

C16H31O2, calc. 255,2324) que permitiram deduzir a estrutura da substância 15. Não foi 

possível obter um espectro da 2ª ionização de m/z 737,6074, mas o espectro da 1ª ionização 

mostra um fragmento que justifica a presença de uma unidade acila de m/z 283,2636.  Esses 

dados permitem deduzir a presença de duas unidades acila hexanodecanoil/octadecanoil 

ligadas aos carbonos C-3 na substância 15 e C-2 na substância 16. A determinação estrutural 

da mistura de 15 e 16 conduziu a identificação de 3β-O-acil-maslínico e 2α-O-acil-maslínico, 

respectivamente. A cadeia acila ligada à estrutura triterpênica pode conter 16 ou 18 carbonos. 

A proposta foi confirmada pela análise em CG-EM (Figura 98-104, p. 123 e 124) do produto 

obtido da derivatização (transesterificação) da mistura de 15+16. Foram identificados dois 
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ésteres graxos, hexanoato de metila (pico 1, no cromatograma de CG-EM Figura 98, p. 123, 

m/z = 270, espectro de massas mostrado na Figura 97, p. 123) e octanoato de metila (pico 2, 

no cromatograma de CG-EM, m/z = 298,  espectro de massa mostrado na Figura 101, p. 

123). Uma impureza também foi detectada no produto de derivatização. O pico 3 corresponde 

a um ftalato, m/z = 279 (espectro de massa, Figura 103, p.  124). A partir dessa informação, 

sugeriu-se a presença da unidade acila de 16 carbonos ligada à posição 3-β da estrutura 

triterpênica, considerando que o constituinte majoritário na análise de massas apresentou 

massa compatível com unidade acila de 16 carbonos e a análise dos espetros de RMN 1H e 
13C revelaram que os sinais atribuídos à estrutura triterpênica com grupo acila na posição 3-β 

é a majoritária, por ter apresentado sinais mais intensos em relação à estrutura triterpênica 

com grupo acila na posição 2-α.   
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Figura 90. a) Espectros de EM-IES da mistura de 15 + 16, b) Espectro da 2ª ionização de m/z 
709,5758 (EM-2). 
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AMOSTRA: OCFAC-14-Pl (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE:CDCL3 OPERADOR DO NMR - VITOR

queli.217.001.1r.esp
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Figura 91. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) da substância 15 + 16 
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AMOSTRA: OCFAC-14-Pl (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE:CDCL3 OPERADOR DO NMR - VITOR

queli.217.001.1r.esp
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Figura 92. Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) da mistura de 15 + 16 
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AMOSTRA: OCFAC-14-Pl (DEPTQ) - 500MHZ SOLVENTE:CDCL3 OPERADOR DO NMR - VITOR

queli.224.001.1r.esp
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Figura 93. Espectros de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, CDCl3) da mistura de 15 + 16 
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Figura 94. Mapa de contorno de HxH COSY (500 MHz, CDCl3) da substância 15 +16 
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Figura 95. Mapa de contorno de HSQC (500 MHz, CDCl3) da mistura de 15 + 16 
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Figura 96. Mapa de contorno de HMBC (500 MHz, CDCl3) da mistura de 15 + 16 
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Figura 97. Expansão do mapa de contorno de HMBC (500 MHz, CDCl3) da mistura de 15 + 
16 
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Figura 98. Cromatograma de CG-EM da mistura de ésteres metílicos transesterificados de 
15+16. 

 

Figura 99. Espectro de massa do pico 1, tR = 16,1 min, compatível com a estrutura do 
hexanoato de metila. 

 

Figura 100. Espectro de massa do hexanoato de metila obtido da Livraria NIST08. 

 

Figura 101. Espectro de massa do pico 2, tR = 17,9 min, compatível com a estrutura do 
octanoato de metila. 



 

 

124 

 

 

Figura 102. Espectro de massa do octanoato de metila obtido da Livraria NIST08. 

 

Figura 103. Espectro de massa do pico 3, tR = 21,4 min, compatível com a estrutura de um 
ftalato (impureza do solvente). 

 

Figura 104. Espectro de massa do dioctil éster do ácido ftálico obtido da Livraria NIST08. 
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Esquema 12. Proposta de fragmentação para os ésteres metílicos analisados por CG-EM. 
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2.6.19. Ácido maslínico (17) isolada de OCFAPH 

O precipitado OCFAPH-30-31 apresentou um perfil semelhante ao observado para a 

substância 15 nos espectros de RMN 1H (Figuras 105-106, p. 127) e 13C (Figuras 107-108, 

p. 128) quanto ao esqueleto triterpênico. Os sinais de hidrogênio foram: δH 1,84 (H-19); 2,02 

(H-15,16); 2,20 (H-1), 3,34 (H-18); 3,43 (H-3); 4,13 (H-2) e 5,48 (H-12). O espectro de RMN 
13C apresentou apenas sete metilas 17,8 (C-23), 27,0 (C-24), 18,5 (C-25), 18,6 (C-26), 27,0 

(C-27), 24,7 (C-29) e 30,2 (C-30). Um sinal em 178,0 foi atribuído ao carbono da carboxila 

(C-28) e os sinais em 69,2 e 84,4 foram atribuídos aos carbonos carbinólicos C-2 e C-3, 

respectivamente. Em 48,4 foi encontrado um sinal de carbono metilênico o qual foi atribuído 

ao C-1. Os sinais em 122,9 e 145,6 de carbonos metínicos e quartenário foram atribuídos a C-

12 e C-13, respectivamente. Os demais sinais são apresentados na Tabela 22, p. 126. A 

análise dos espectros de RMN 1H e 13C e comparação com dados da literatura permitiram 

identificar a substância 17 como sendo o ácido maslínico. 
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Tabela 22. Dados de RMN 1H e 13C da substância 17 em comparação com dados da literatura 
para ácido maslínico (TANIGUCHI et al., 2002) 

 Substância 17 
500 MHz (Piridina-d6) 

Ácido maslínico  
500 MHz (Piridina-d6) 

C δC δH δC  
1 47,6 2,07 m 47,8  
2 67,8 3,80 t 68,6 4,09 ddd, 4,5; 9,5; 11,0 Hz 
3 84,8 4,53 d, 10,1 Hz 83,8 3,38 d, 9,5 Hz 
4 38,2  39,8  
5 55,1  55,9  
6 18,3  18,9  
7 30,7  33,2  
8 39,3  48,2  
9 47,5  48,2  
10 39,3  38,6  
11 23,5  -  
12 122,6 5,29 sl 122,5 5,45 sl 
13 143,8  144,9  
14 41,6  42,2  
15 27,6  28,3  
16 22,8  23,7  
17 46,5  46,7  
18 40,9 2,85 d, 11,0 Hz - 3,28 dd; 4,5; 14,5 Hz 
19 45,8  42,0  
20 30,6  31,0  
21 33,8  34,3  
22 32,4  33,3  
23 28,5 0,88 s 29,4  
24 17,1 0,90 s 16,9  
25 16,5 0,75 s 17,5  
26 17,6 0,92 s 17,7  
27 25,9 0,94 s 26,2  
28 184,2 - 180,2  
29 33,0 1,00 s 33,3  
30 23,6 1,15 s 23,8  
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Figura 105. Espectro de RMN 1H (500 MHz, Piridina-d6) da substância 17 

AMOSTRA: OCFAC-30-31 (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: Pyr OPERADOR DO NMR - VITOR
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Figura 106. Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz, Piridina-d6) da substância 17 
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Piridina-d5

AMOSTRA: OCFAc-30-31 (DEPT Q) - 400MHZ SOLVENTE - Pyr OPERADOR DO NMR - VITOR
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Figura 107. Espectro de RMN 13C (100 MHz, Piridina-d6) da substância 17 
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Figura 108. Expansão do espectro de RMN 13C (100 MHz, Piridina-d6) da substância 17 
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2.6.20. Diidroochnaflavona (18) isolada de OCHSFM 
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A fração OCHSFM-15-P3 forneceu um precipitado amarelo e solúvel em metanol. O 

espectro de RMN 1H (Figuras 109-111, p. 131 e 132) mostrou sinais compatíveis com 

estrutura de biflavonoide pela quantidade de sinais e a presença dos sistemas AA’BB’ e ABC 

em anel aromático. O sistema AA’BB’ apresentou um par de dubletos em δH 6,96 e 7,48 com 

J= 8,8 Hz, atribuídos aos hidrogênios H-3’’’/5’’’ e H-2’’’/6’’’, respectivamente. O sistema 

ABC foi determinado pelos sinais em δH 7,70 (sl, H-2’), 7,83-7,81 (dd, 8,5 e 2,3 Hz, H-6’) e 

7,12 (d, 8,5 Hz, H-5’). Foi observado em δH 5,53 e 5,56 um duplo dubleto característico de H-

2’’ acoplando com H-3’’ de esqueleto de flavanona, com J= 3,0 e 11,0 Hz. Em δH 5, 85 (d, 

2,4 Hz) e 5,81(d, 2,4 Hz), foram observados dois dubletos os quais foram atribuídos aos 

hidrogênios H-6 e H-6’’, respectivamente. Os simpletos em δH 6,14 e 6,37 foram atribuídos a 

H-8’’ e H-8, respectivamente. Em δH 6,79 foi observado um simpleto que foi atribuído ao H-3 

e em δH 3,27 (dd, 16,0 e 11,0 Hz) e 2,82 (dd, 16,0 e 3,2 Hz) duplo dupletos atribuídos ao H-

3’’. Em δH 12,94 (HO-5’’) e 12,17 (HO-5) foram observados sinais compatíveis com 

hidrogênio de hidroxila quelada. A atribuição feita para os hidrogênios H-3 e H-3’’ foi 

confirmada pelo espectro de NOEDIFF (Figura 115, p. 133, comparar com o espectro de 

RMN 1H Figura 114, p. 133) através da irradiação do sinal em 6,52 ppm (H-3) que deu nOe 

em 7,71 (dd, H-6’) e 7,56 (d, H-2’) e permitiu propor o esqueleto da flavona com sistema 

ABC no anel B e da flavanona com sistema AA’BB’ no anel B. O espectro de RMN 13C 

(Figuras 112 e 113, p. 132) mostrou sinais compatíveis com um biflavonoide formado por 

uma unidade flavanona e outra flavona, com ligação C-O-C entre os monômeros. Os sinais 

em δC 195,7 (C-4) e 181,9 (C-4’’) são sinais característicos de carbonila, sendo atribuído à 

estrutura da flavanona o sinal de maior valor e a flavona o de menor, uma vez que na estrutura 

de flavona a carbonila encontra-se conjugada com a dupla ligação nos carbonos C-2 e C-3. Os 

sinais δC 164,0; 163,2; 162,9; 161,8; 158,1; 157,8 e 143,3 foram atribuídos a carbonos de 

sistema aromático, ligados a hidroxila C-7, C-7’’, C-2’’, C-5, C-5’’, C-9/9’’ e C-3’, 

respectivamente. Os sinais correspondentes aos carbonos C-4’e C-4’’’não foram observados. 

Em δC 128,8 (C-2’’’/6’’’) e 116,5 (C-3’’’/5’’’) foram observados os carbonos do anel B com 

sistema AA’BB’. Os carbonos C-6’’, C-8’’, C-3’’, C-1’’’ e C-10’’ foram atribuídos aos sinais 

δC 96,7; 94,6; 103,6; 121,7 e 101,7; respectivamente. Foi observado um sistema ABC com os 

sinais em δC 118,4; 120,5 e 125,1 conferidos aos carbonos C-2’, C-5’ e C-6’. Os demais sinais 

característicos de flavanona foram observados em δC 42,1; 78,2; 96,1; 99,6; 103,7; 133,0 e 

atribuídos aos carbonos C-3, C-2, C-8, C-6, C-10 e C-1’, respectivamente. Através dessas 

análises e comparação com a literatura (LIKHITWITAYAWUID et al.,2001) foi possível 



 

 

130 

 

propor a estrutura de biflavonoides conhecido como 2’’,3’’-diidroochnaflavona, isolado em 

várias espécies do gênero Ochna. 
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Tabela 23. Dados de RMN 1H e 13C da substância 18 em comparação com dados da literatura 
para 2’’,3’’-diidroochnaflavona (LIKHITWITAYAWUID et al.,2001). 

C  Substância 18 
(500MHz; DMSO-d6) 

2’’,3’’-diidroochnaflavona 
(500 MHz; DMSO-d6) 

  δH (mult. J)   δH (mult. J)  
2  163,2  163,3  
3  103,6 6,79 (s) 104,0 6,83 
4  181,9  182,2  
5  161,8  161,9  
6  99,6 5,85 (d; 2,0 Hz) 99,4 6,18 (d; 2,1 Hz) 
7  163,9  164,7  
8  96,1 6,37 (sl) 94,6 6,47 (d; 2,1 Hz)  
9  157,8  157,8  
10  103,7  104,2  
1’  121,7  122,7  
2’  120,5 7,70 (sl) 121,5 7,79 (d; 2,5 Hz) 
3’  143,3  142,8  
4’  -  154,0  
5’  118,4 7,12 (d, 8,5 Hz) 118,3 7,13 (d; 8,5 Hz)  
6’  125,1 7,83 (dd; 2,0 e 8,5 Hz) 125,3 7,85 (dd; 2,5 e 8,5 Hz)  
2’’  78,2 5,56 (dd, 3,0 e 11,0 Hz) 78,5 5,53 (dd; 12,6 e 3.0 Hz) 
3’’  42,1 3,27 (dd, 16,0 e 11,0 Hz) 42,5 3,27 (dd;17,1 e 12,6 Hz)  
  2,82 (dd, 16,0 e 3,2 Hz)  2,74 (dd, 17,1 e 3,0 Hz) 
4’’  195,8  196,5  
5’’  158,1  164,0   
6’’  96,7 5,81 (d; 2,0 Hz) 96.4 5,87 (d, 2,2 Hz)  
7’’  163,2  167,2   
8’’  94,6 6,15 (sl) 95,5 5,89 (d, 2,2 Hz) 
9’’  157,8  163,3   
10’’  101,7  102,2  
1’’’  132,9  132,8   
2’’’/6’’’  128,8 7,49 (d, 8,8 Hz) 128,8  7,47 (d; 8,9 Hz) 
3’’’/5’’’  116,6 6,96 (d, 8,8 Hz) 116.2  6,92 (d; 8,9 Hz) 
4’’’  161,8  158,5   
5-OH   12,17 (s)  12,90 (s)  
5’’-OH   12,94 (s)  12,13 (s) 
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AMOSTRA: OCHSFM-15-P3 (PROTON) - 400MHZ SOLVENTE - DMSO OPERADOR DO NMR - VITORRMN 400 HZ\queli dr\60\pdata\1\1r

queli dr.060.001.1r.esp

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)

0

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

0.45

N
o
rm

a
liz

e
d
 I

n
te

n
s
it
y

DMSO

2
.7

7
7
9

2
.8

2
1
2

2
.8

2
9
4

3
.2

0
2
6

3
.2

3
0
8

3
.2

4
5
2

3
.2

7
4
1

5
.5

3
8
4

5
.8

0
5
6

5
.8

1
0
7

5
.8

4
7
0

5
.8

5
2
1

6
.1

4
3
7

6
.1

4
8
1

6
.7

9
1
7

6
.9

4
5
4

6
.9

6
7
3

7
.1

0
0
3

7
.1

2
1
6

7
.4

6
5
3

7
.4

8
7
3

7
.6

9
8
0

7
.8

0
5
3

7
.8

2
7
3

1
2
.1

7
9
7

1
2
.9

4
5
6

TMS

 

Figura 109. Espectro de RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) da substância 18 
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Figura 110. Expansão espectro de RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) da substância 18 
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Figura 111. Expansão espectro de RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) da substância 18 
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Figura 112. Espectro de RMN 13C DEPTQ (100 MHz, DMSO-d6) da substância 18 
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Figura 113. Expansão espectro de RMN 13C DEPTQ (100 MHz, DMSO-d6) da substância 18 
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Figura 114. Espectro de RMN 1H (400 MHz, MeOD) da substância 18 
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Figura 115. Espectro de NOEDIFF (400 MHz, MeOD) da substância 18 com irradiação na 
frequência 6,52. 

2.6.21. Ochnaflavona (19) isolada de OCHSFM 

O espectro de RMN de 1H (Figuras 116 e 117, p. 136) apresentou dois grupos 

hidroxilas em ligação de hidrogênio com a carbonila, δH 12,89 (HO-5) e 12,92 (HO-5’’). Foi 

observado um par de dubletos em δH 8,07 (d, 9,0 Hz, H-2’’’/6’’’) e 7,06 (d, 9,0 Hz, H-

3’’’/5’’’) correspondendo a um sistema AA’-BB’ atribuído ao anel B de flavonoides. Os 

sinais observados em δH 6,89 (s, H-3) e 6,88 (s, H-3’’) mostram ser compatíveis com o 

esqueleto de flavona. Um par de dubletos foi observado em δH 6,22 (d, 2,0 Hz, H-8’’) e 6,20 

(d, 2,0 Hz, H-6’’) e em δH 6,51 foi observado um triplete formado pelo par de dubletos 

esperado para os hidrogênios H-8/6. Os sinais em δH 7,92 (H-6’); 7,18 (H-5’) e 7,91 (H-2’) 

foram conferidos aos hidrogênios de um sistema ABC de anel B. No espectro de RMN 13C 

(Figuras 118-120, p. 137) foram observados sinais compatíveis com um esqueleto de 
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biflavonoides apresentando flavonas como monômeros. Em δC 182,2 foi observado sinal 

característico de carbonila conjugada. Em δC 164,8 (C-7’’), 164,7 (C-2’’), 163,5 (C-2), 163,1 

(C-7), 161,9 (C-5’’), 161,8 (C-5), 161,3 (C-4’’’), 157,8 (C-9/9’’), 153,8 (C-4’) e 142,1 (C-3’) 

foram observados sinais compatíveis a carbonos de sistema aromático ligados a hidroxila. O 

sistema AA’-BB’ foi comprovado pelos sinais em δC 128,9 (C-2’’’/6’’’) e 118,5 (C-3’’’/5’’’), 

bem como o sistema ABC pelos sinais δC 126,8 (C-6’), 121,7 (C-5’) e 118,4 (C-2’). Os sinais 

em δC 104,5 e 104,0, atribuídos aos carbonos C-3 e C-3’’, respectivamente, confirma a 

proposta de flavonas como monômeros. Os demais sinais δC 124,8(C-1’), 122,8 (C-1’’’), 

104,3 (C-10), 104,2 (C-10’’), 99,4 (C-6), 99,3 (C-6’’), 94,6 (C-8) e 94,5 (C-8’’) são 

compatíveis com a proposta de biflavonoide. A análise destes espectros e a comparação com 

dados da literatura (SON et al., 1992) permitiu chegar na estrutura da Ochnaflavona (ver 

Tabela 24, p. 135), um biflavonoide comum no gênero Ochna e considerado um marcador 

quimiotaxonômico desse gênero. 
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Tabela 24. Dados de RMN 1H e 13C da substância 19 em comparação com dados da literatura 
para ochnaflavona (SON et al., 1992) 

C  Substância 19 
(500MHz; DMSO-d6) 

Ochnaflavona 
(300 MHz; DMSO-d6) 

 δδδδC δδδδH (mult. J)  δC δH (mult. J)  
2  163,5  163,0   
3  104,5 6,89 s  103,6  6,86 s  
4  182,2  181,7   
5  161,9  161,4   
6  99,4 6,20 d; 2,0 Hz 98,9  6,20 d; 1,8 Hz  
7  163,1  164,1   
8  94,6 6,51 d; 2,0 Hz 94,0  6,49 d; 1,8 Hz 
9  157,8  157,3   
10  104,3  103,8   
1’  124,8  122,3   
2’  118,4 7,91 sl 121,2  7,91 d; 1,8 Hz 
3’  142,1  141,6   
4’  153,8  153,2   
5’  121,7 7,20 d, 9,2 Hz 117,9  7,17 d; 9,2 Hz  
6’  125,8 7,93 m 125,3  7,90 dd; 9,2 e 1,8 Hz  
2’’  164,7  162,2   
3’’  104,1 6,88 s 104,1  6,86 s  
4’’  182,2  181,7   
5’’  161,9  161,4   
6’’  99,4 6,22 d; 2,0 Hz 98,9  6,20 d; 1,8 Hz  
7’’  164,8  164,2   
8’’  94,5 6,50 d; 2,0 Hz 94,0  6,49 d, 1,8 Hz 
9’’  157,8  157,3   
10’’  104,2  103,8   
1’’’  122,8  124,4   
2’’’/6’’’  128,9 8,08 d, 8,8 Hz 128,4  8,04 d; 8,8 Hz  
3’’’/5’’’  116,6 7,06 d, 8,8 Hz 116,1  7,04 d; 8,8 Hz  
4’’’  161,3  160,7   
5-OH   12,89  12,86 s  
5’’-OH   12,92  12,89  
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Figura 116. Espectro de RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) da substância 19 

AMOSTRA: OCHSFM-17 (PROTON) - 400MHZ SOLVENTE - DMSO OPERADOR DO NMR - MAURICIORMN 400 HZ\queli dr\54\pdata\1\1r
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Figura 117. Expansão espectro de RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) da substância 19 
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Figura 118. Espectro de RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6) da substância 19 

queli dr.055.001.1r.esp
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Figura 119. Expansão do espectro de RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6) da substância 19 
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Figura 120. Expansão do espectro de RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6) da substância 19 
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2.6.22. 6’’-acetil-scoparosídeo (20) isolada de OCHSFM 

A fração OCHSFM-18(S-6-9/9-11) foi obtida do fracionamento em Sephadex LH-20 e 

analisada inicialmente por RMN 1H e 13C. O espectro de RMN 1H (Figura 121 e 122, p. 140) 

apresentou sinais característicos de flavonoide em mistura contendo uma unidade de glicose. 

A estrutura da substância 20 aparenta ser a majoritária e foi possível atribuir a ela todos os 

hidrogênios e carbonos. Em δΗ 6,21 e 6,77 foram observados dois simpletos típicos de H-6 e 

H-3 de esqueleto de flavona, respectivamente. Em δH 6,88 à 6,90 foram encontrados sinais 

sobrepostos atribuídos a H-2’e H-5’ do anel B. Um simpleto largo em δH 8,26 foi atribuído ao 

H-6 e em δH 13,29 foi observado um sinal típico de hidroxila quelada. Dois simpletos intensos 

foram observados em δH 3,89 e 1,98, estes foram atribuídos aos hidrogênios de metoxila e 

metila, respectivamente. Foram observados sinais característicos de carboidratos, em δH 4,74 

(sl, H-1’’); 4,21 (sl, H-2’’); 3,46 (m, H-3’’); 3,85 (m, H-4’’, 5’’),  4,10 (t, H-6’’); os mesmos 

estão de acordo para a estrutura da glicose ligada ao esqueleto de flavona por uma ligação C-

glicosídeo. Pela ausência de um sinal típico de H-8 no anel A, foi proposta a ligação C-

glicosídeo ao C-8. A análise de RMN 13C (Figuras 123-124, p. 141) confirma a proposta, 

bem como o experimento de HSCQ (Figuras 125-127, p. 142-144). Os deslocamentos 

químicos de 13C são apresentados na tabela 25, p. 139. Em δC 99,0 (C-6) aparece um sinal de 

carbono ligado ao hidrogênio com valor de δH 6,21. O sinal em 105,1 foi atribuído ao C-8, o 

aumento no deslocamento químico é o esperado para uma ligação C-glicosídeo com uma 

unidade de glicose. A presença de sinais em δC 170,8 (C=O) e 21,2 (CH3) permitiu propor a 

presença de um grupo acila ligada ao C-6’’do carboidrato. Foi observado no espectro de 

carbono um sinal característico de metileno em δC 65,5; o qual está de acordo com o valor de 

deslocamento químico esperado para o C-6’’ contendo um grupo acila ligado a ele. A análise 

do espectro de HMBC (Figura 128, p. 145) mostrou a interação MeO/C-3’ confirmando a 

posição da metoxila. A substância 21 foi analisada por espectrometria de massa (EM-IES). O 

espectro de EM/EM realizado em modo negativo, mostrou um pico m/z 503,1195 sendo este 

reconhecido como o íon molecular (Figura 126, p. 146). O valor do íon molecular é 

compatível com a fórmula molecular C24H24O12. No espectro da segunda ionização (EM/EM) 

foram observados os fragmentos m/z 443,0981; 371,0769 e 341,0667. As fragmentações 

foram justificadas (Esquema 11, p. 146) e confirmam a estrutura proposta para a substância 

20. A análise de todos esses dados conduziu a determinação da substância de 20 como sendo a 

6’’-acetil-scoparosídeo. 
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Tabela 25. Dados de RMN 1H e 13C da substância 20 em comparação com dados da literatura 
para 6’’-acetil-scoparosídeo (BRUM-BOUSQUET, et al. 1977) 

 Substância 20  
(DMSO-d4)

 
6’’-acetil-scoparosídeo  

(DMSO-d4)
 

  1H 1H 
C     δδδδH (mult. J=Hz)    δδδδH (mult. J=Hz) 
2 160,9 -  
3 102,8 6,88 (s) 6,90 (s) 
4 182,3 -  
5 161,0 -  
6 99,0 6,21 (s) 6,27 (s) 
7 161,6 -  
8 105,1 -  
9 161,1 -  

10 104,8 -  
1’ 121,8 -  
2’ 110,4 7,56 (sl) 7,57 (m) 
3’ 148,3 -  
4’ 151,2 -  
5’ 116,4 6,90 (sl) 6,98 (m) 
6’ 120,6 7,56 (sl) 7,57 (m) 
1’’ 74,4 4,74 (sl) 5,14 (d, 10 Hz) 
2’’ 68,4 4,21 (sl)  
3’’ 75,6 3,46 (m)  
4’’ 69,9 3,85 (m)  
5’’ 77,2 3,85 (m)  
6’’ 65,5 4,10 (t)  
7’’ 170,8 -  
8’’ 21,2 1,98 (s) 1,86 (s) 

5-OH   13,20 (s) 
OMe 56,5 3,89 (s) 3,90 (s) 
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AMOSTRA: OCHSFM-18 (S-6-9/9-11) - 500MHZ SOLVENTE:DMSO OPERADOR DO NMR - MAURICIO
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Figura 121. Espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) da mistura de 21 
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Figura 122. Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) da mistura de 21 
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AMOSTRA: OCHSFM-18 (S-6-9/9-11)  DEPTQ - 500MHZ SOLVENTE:DMSO OPERADOR DO NMR - VITOR
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Figura 123. Espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, DMSO-d6) da mistura 21 
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Figura 124. Expansão do espectro de RMN 13C DEPTQ (125 MHz, DMSO-d6) da mistura de 
21 
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Figura 125. Mapa de contorno de HSQC (500 MHz, DMSO-d6) da mistura de 21 
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Figura 126. Mapa de contorno de HSQC (500 MHz, DMSO-d6) da mistura de 21 
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Figura 127. Mapa de contorno de HSQC (500 MHz, DMSO-d6) da mistura de 21 
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Figura 128. Mapa de contorno de HMBC (500 MHz, DMSO-d6) da mistura de 21 
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Figura 129. Espectros de EM-IES 1ª ionização e 2ª ionização da mistura de 21 
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Esquema 13. Proposta de fragmentação para substância 21. 

 

 

 

 

 

 



 

 

147 

 

2.6.23. Análise por CLAE das frações contendo biflavonoides 

As frações que indicaram a presença de biflavonóides em CCDA, pela comparação 

com o padrão amentoflavona, foram analisadas por cromatografia líquida de alta eficiência 

acoplada a detector de arranjo de fotodiodo (CLAE-DAD) e comparada aos tempos de 

retenção (tR) e curvas de UV de padrões de biflavonóides isolados anteriormente de outras 

espécies de Ochnaceae, para identificar os constituintes presentes na mistura. A escolha dos 

parâmetros cromatográficos (comprimento de onda no UV, dimensões e fase estacionária da 

coluna,  fase móvel, velocidade de fluxo, etc) foram feitas com base na consulta de trabalhos 

anteriores (BOSSO, 2004; DANIEL, 2004) e testes prévios com os padrões. Esta atividade 

teve a colaboração da profa. Rosane Nora Castro. 

 Foram analisadas as seguintes frações:  

• OSTFM-44-47 – Ouratea stipulata, folhas, extrato metanólico, fração 44-47  

• OHFM-PD-ppt – O. hexasperma, folhas, extrato metanólico, precipitado 

• OHFM-PD-49-53 – O. hexasperma, folhas, extrato metanólico, fração 49-53 

• OFFM-PD-52-58 – O. ferruginea, folhas, extrato metanólico, fração 52-58 

• OSFM-PD-21-23 – O. semisserrata, folhas, extrato metanólico, fração 21-23 

• OSFC-82-96 – O. semisserrata, folhas, extrato metanólico, fração 82-96 

• OSFC-ppt – O. semisserrata, folhas, extrato metanólico, precipitado 

 

Os padrões, agatisflavona, amentoflavona, putraflavona, podocarpusflavona, 

sequoiaflavona, lanaraflavona e dimetilamentoflavona, foram submetidos à cromatografia 

(CLAE-DAD) separadamente, para determinação dos tempos de retenção e obtenção dos 

espectros de UV. Os cromatogramas e os seus respectivos espectros no UV obtidos por 

CLAE-DAD são mostrados na Figura 130, p. 148. 
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                                       (a)                                                               (b) 

 
(c)                                                                (d) 

 
                                         (e)                                                               (f) 

 
(g) 

Figura 130. Cromatogramas e espectros no UV dos padrões: a) agatisflavona, tR: 4,36 min 
(λmáx= 272 e 334 nm); b) amentoflavona tR: 5,95 min (λmáx= 269 e 337 nm); c) 
dimetilamentoflavona, tR: 12,00 min (λmáx= 269 e 335 nm); d) lanaraflavona, tR: 14,08 min 
(λmáx= 270 e 326 nm); e) podocarpusflavona tR: 9,44 min (λmáx= 269 e 336 nm), f) 
sequoiaflavona, tR: 9,37 min (λmáx= 269 e 336 nm) e g) 7,7’’-di-O-metillanaraflavona, tR: 
14,78 min (λmáx= 269 e 326 nm). 
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A fração OHFM-PD-ppt obtida por precipitação durante a partição do extrato OHFM 

de O. hexasperma apresentou, através do cromatograma de CLAE, uma substância com tR = 

5,785 (Figura 131, p. 150) compatível com o tR = 5,948 de amentoflavona. A fração OHFM-

PD 49-53, obtida por fracionamento cromatográfico, apresentou uma mistura de 4 

constituintes (Figura 133, p. 150), os majoritários foram compatíveis com os padrões de 

amentoflavona e agatisflavona; tR = 4,210 min (agatisflavona), tR = 5,711 min 

(amentoflavona), tR = 8,939 min e tR = 9,301 min (não identificados). Em trabalhos anteriores 

foram isolados das folhas de O. hexasperma apenas agatisflavona e 7’’-O-metil-agatisflavona 

(DANIEL, 2004; FERNANDES, 2008). A fração OFFM-PD 52-58 apresentou dois 

constituintes majoritários em seu cromatograma (Figura 135, p. 151), amentoflavona (tR = 

5,711 min) e sequoiaflavona (tR = 9,288 min), ambos já foram isolados anteriormente 

(FIDELIS et al., 2012). As frações OSFC 82-96 (Figura 137, p. 152), OSFC-ppt (Figura 

140, p. 154) e OSFM-PD 21-29 (Figura 143, p. 157) apresentaram misturas complexas, 

sendo estas as com maiores números de constituintes. Na fração OSFM-PD 21-29 foram 

identificados dois biflavonoides, amentoflavona (tR = 5,736 min) e podocarpusflavona (tR = 

9,295 min), como mostrado no cromatograma da Figura 143, p. 157. As frações OSFM-PD 

21-29, OSFC 82-96 e OSFC-ppt foram submetidas a análise em CL-EM para identificar os 

valores de massa de cada constituintes na mistura, as análises foram feitas em modo negativo. 

A presença de amentoflavona foi confirmada apenas na fração OSFM-PD 21-29 (Figura 145 

e Tabela 27, p. 159), nas frações OSFC-82-94 (Figura 139 e Tabela 25, p. 154) e OSFC-ppt 

(Figura 142, p.156 e Tabela 26, p. 156) foram observados fragmentos com m/z 579, que 

confirma a presença da heveaflavona na mistura, biflavona isolada em outra fração desta 

espécie. Nessas três frações obtidas de Ouratea semisserrata foram observados vários 

fragmentos de massa com valores semelhantes o que indica a presença de isômeros, que 

dificulta a identificação principalmente a dos constituintes minoritários que não possibilitou a 

fragmentação EM/EM. Os espectros de UV (Figuras 132 p. 150; 134 p. 151; 136 p. 152; 138 

p. 153; 141 p. 155 e 144 p. 158) de cada substância presentes nos cromatogramas (Figuras 

131, 133, 135, 137, 140 e 143) mostraram ser compatíveis com os de biflavonoides contendo 

máximos de absorção em λ 269 e 337 nm. 
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Figura 131. Cromatograma de CLAE da fração OHFM-PD-ppt, (a) tR = 5.785 e (b) tR = 8,995 
min 

 

(a)                                                               (b) 

Figura 132 Espectros no UV obtido por CLAE das substâncias com (a) tR = 5.785 e (b) tR = 
8,995 min presentes na fração OHFM-PD 

 

 
Figura 133. Cromatograma de CLAE da fração OHFM-PD 49-53 

 

(a)    amentoflavona 

(b) 
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(a)                                                                (b) 

 
(c)                                                                (d) 

Figura 134. Espectros no UV obtido por CLAE das substâncias com (a) tR = 4,210; (b) tR = 
5,711; (c) tR = 8,939; (d) tR = 9,301 min presentes na fração OHFM-PD 49-53 

 

 
Figura 135. Cromatograma de CLAE da fração OFFM-PD 52-58 
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(a)                                                            (b) 

 
                                   (c)                                                            (d) 

Figura 136. Espectros no UV obtido por CLAE das substâncias com (a) tR = 5,711; (b) tR = 
6,872; (c) tR = 7,890 e (d) tR = 9,286 min presentes na fração OFFM-PD 52-58 

 
Figura 137. Cromatograma de CLAE da fração OSFC-82-96 
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(a)                                                                (b) 

 
(c)                                                             (d) 

  
(e)                                                                    (f) 

 
(e) 

Figura 138. Espectros no UV obtido por CLAE das substâncias com (a) tR = 9,731 min; (b) tR 
= 10,167 min; (c) tR = 11,964 min; (d) tR = 12,657 min; (e) tR = 13,015 min; (f) tR = 13,576 
min e (g) tR = 15,858 min presentes na fração OSFC 82-96 
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Figura 139. Cromatograma de CL-EM da fração OSFC 82-96 

 

Tabela 26. Valores de tempo de retenção (tR) dos constituintes presentes na fração OSFC 82-
96 obtidos por CL-EM e CLAE e seus respectivos valores de massa (m/z) 

Pico tR (min)a m/z tR (min)b λλλλ(máx) 
1 8,60 551 - - 
2 9,50 551 - - 
3 9,90 551 - - 
4 10,50 565 9,70 269 e 333 
5 11,30 565 11,46 269 e 333 
6 12,10 565 11,96 269 e 331 
7 12,60 579 12,66 269 e 333 
8 13,00 579 13,57 269 e 332 
9 13,90 565 - - 
10 14,40 305 - - 

 aCL-EM; bCLAE-DAD  

 
Figura 140. Cromatograma de CLAE da fração OSFC-ppt 
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(a)                                                              (b) 

 
(c)                                                                (d) 

 
(e)                                                                (f) 

Figura 141. Espectros no UV obtido por CLAE das substâncias com (a) tR = 11,164; (b) tR = 
11,484; (c) tR = 12,022; (d) tR = 12,682; (e) tR = 13,048 e (f) tR = 13,598 min presentes na 
fração OSFC-B 

 

Retention Time              11.164       Retention Time              11.484       

Retention Time              12.022       Retention Time              12.682       

Retention Time              13.048       Retention Time              13.598       
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Figura 142. Cromatograma de CL-EM da fração OSFC-ppt 

 

Tabela 26. Valores de tempo de retenção (tR) dos constituintes presentes na fração OSFC-ppt 
obtidos por CL-EM e CLAE e seus respectivos valores de massa (m/z) 

Pico tR (min)
a m/z tR (min)

b λλλλmáx (nm) 
1 6,50 433 -  
2 8,00 283 -  
3 8,50 223 -  
4 9,40 417 -  
5 9,60 417 -  
6 9,90 551 -  
7 10,50 565 9,73 269 e 333 
8 10,70 565 10,17 269 e 333 
9 11,30 565 11,48 268 e 335 
10 12,10 551 -  
11 12,60 579 12,68 268 e 334 
12 13,00 579 13,05 269 e 331 
13 13,90 565 13,60 269 e 332 

 aCL-EM; bCLAE-DAD  
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Figura 143. Cromatograma de CLAE da fração OSFM-PD 21-29 

 

(a)                                                              (b) 

 
(c)                                                                (d) 

 
(e)                                                                (f) 

tR: 5,736 min tR: 6,907 min 

tR: 7,504 min tR: 8,409 min 

tR: 8,937 min tR: 9,295 min 
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(g)                                                                (h) 

 
(i)                                                                (j) 

 
(l)                                                                (m) 

Figura 144. Espectros no UV obtido por CLAE das substâncias com (a) tR = 5,736; (b) tR = 
6,907; (c) tR = 7,504; (d) tR = 8,409; (e) tR = 8,937; (f) tR = 9,295; (g) tR = 9,728; (h) tR = 
9,936; (i) tR = 10,153; (j) tR = 11,448; (l) tR = 11,961 e (m) tR = 12,652 min presentes na 
fração OSFCM-PD 21-29 

 

tR: 9,728 min 

tR: 10,153 min tR: 11,448 min 

tR: 11,961 min tR: 12,652 min 

tR: 9,936 min 
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Figura 145. Cromatograma de CL-EM da fração OSFM-PD 21-29 

Tabela 27. Valores de tempo de retenção (tR) dos constituintes presentes na fração OSFM-PD 
21-29 obtidos por CL-EM e CLAE e seus respectivos valores de massa (m/z) 

Pico tR (min)
a m/z tR (min)

b λλλλmáx (nm) 
1 7,30 537 5,74 269 e 337 
2 8,30 551 6,90 269 e 334 
3 8,60 551 7,50 269 e 336 
4 9,50 551 8,41 269 e 334 
5 9,80 551 9,25 269 e 335  
6 10,40  -  
7 10,70  -  
8 11,30 565 11,44 269 e 336 
9 12,10 565 12,65 270 e 334 

 aCL-EM; bCLAE-DAD  

 

No cromatograma da fração OSTFM 44-47 (Figura 146, p. 160) foram observados 

sete constituintes, sendo dois majoritários. A comparação com os padrões de biflavonoides 

permitiu identificar quatro dos setes constituintes da mistura. A substância com tR= 6,411 min 

foi identificada como amentoflavona (8), a tR= 10,098 min como podocarpusflavona (20), tR= 

12,717 min com putraflavona (9) e a tR= 14,358 min como 7,7’’-di-O-metil-lanaraflavona 

(21). As substâncias com tR= 12,251; 14,880 e 17,631 min não foram identificadas. Os 

espectros de UV (Figura 147, p. 161) obtidos por CLAE-DAD dos constituintes presentes na 

mistura apresentaram máximos de absorção característicos de biflavonoides com esqueleto 

tipo amentoflavona e lanaraflavona, λ 268 e 336 nm. Na Tabela 28, p. 162, são mostrados os 

tempos de retenção de todos os componentes da fração e o λmax da cada um. 
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Figura 146. Cromatograma de CLAE da fração OStFM 44-47 
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(a)                                                                (b) 

 

(c)                                                                (d) 

 

(e)                                                                (f) 

 

(g) 

Figura 147. Espectros no UV obtido por CLAE das substâncias com (a) tR = 6,411 (b) tR = 
10,098 (c) tR = 12,251; (d) tR = 12,717 min presentes na fração OStFM 44-47 
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Tabela 28. Valores de tempo de retenção (tR) dos constituintes presentes na fração OSFCM-
PD 21-29 obtidos por CL-EM e CLAE e seus respectivos valores de massa (m/z) 

Pico tR (min)
a λλλλmáx (nm) 

1 6,14 268 e 337 
2 10,10 269 e 336 
3 12,25 269 e 333 
4 12,72 269 e 331 
5 14,36 268 e 326  
6 14,88 299 
7 17,63 298 

                aCLAE-DAD  

 

2.6.24. Considerações biogenéticas sobre os constituintes isolados de Ouratea e Ochna 

• Biossíntese de Cianoglicosídeo  

Até o momento, a biossíntese de cianoglicosídeos não tem sido explorada. Uma série 

de substâncias com estrutura semelhante tem sido relatada em várias plantas dicotiledôneas. A 

biossíntese de cianoglicosídeos com estrutura de ciclohexenilcianometileno é proposta por 

SEIGLER et al., (2005) mostrada no Esquema 14, e se baseia na rota biossintética de 

cianoglicosídeos acíclicos que derivam da tirosina. Uma oxidação no carbono do anel 

aromático leva a um rearranjo alílico, que seguido de outras oxidações resulta na estrutura de 

um ciclohexenilcianometileno.  
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Esquema 14. Proposta biossintética para cianoglicosídeos (SEIGLER et al., 2005). 
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• Biossíntese de Flavonoides 

Os flavonóides são metabólitos biossintetisados por duas vias metabólicas distintas, a 

via do chiquimato e da via acetato. Sua biossíntese procede pela junção de uma unidade de p-

cumaroil-CoA e de três unidades de malonil–CoA, que pela via de condensação de Claisen 

leva a formação de chalconas (narigenina) e pela via de condensação de aldólica produz 

estilbeno (resveratrol). A formação de estilbeno ou chalcona depende da natureza da enzima 

que catalisa a reação, chalcona sintase ou estilbeno sintase, respectivamente. A junção das 

duas unidades se dá pela substituição nucleofílica à carbonila na unidade p-cumaril CoA 

através de um enolato formado no anel A. Esta junção gera a classe denominada de chalconas. 

A adição de Michael 1,4 ao carbono do sistema carbonílico α,β insaturado gera a classe, as 

flavanonas com formação do anel C. A partir desse flavonoide, podem ocorrer outras 

modificações produzindo, dessa forma, outros representantes da variedade estrutural desta 

classe de metabólitos (Esquema 15, p. 164). Esses constituintes estruturais podem, inclusive, 

sofrer hidroxilações, metilações, isoprenilações ou glicosilações (DEWICK, 1998).  

As isoflavonas constituem uma subclasse que apresenta o anel aromático B migrado 

para o carbono adjacente à carbonila do heterociclo (C-3). Esse rearranjo é induzido por 

enzimas da família citocromo P-450, na presença dos cofatores NADPH e O2. O mecanismo é 

via radicalar, tendo como substrato flavanonas como liquiritigenina ou narigenina, para 

formar respectivamente as isoflavonas daidzeina e genisteina (Esquema 16, p. 164), além da 

formação de hidroxi-isoflavanonas intermediárias (DEWICK, 1998). 

Os biflavonóides constituem um grupo de flavonoides, diferenciando-se de outros 

oligômeros como as proantocianidinas, devido à origem biogenética das unidades 

constituintes. A maioria dos representantes dessa classe de produtos naturais é formada pelos 

dímeros flavona-flavona, flavona-flavanona, flavanona-flavanona além de ocorrerem, mais 

raramente, os dímeros de chalconas e de isoflavonas (SUZART et al., 2007). Quando as duas 

unidades são iguais, constituem os bisflavonoides e quando as duas unidades são diferentes, 

os biflavonóides (SUZART et al., 2007). O entendimento da biossíntese das diferentes classes 

de metabólitos facilita a determinação estrutural (Esquema 17, p. 165 e 18, p. 166). No caso 

de flavonoides, o padrão de oxidação e a forma de ligação entre as unidades contribuem na 

dedução dos sistemas de núcleos constituintes com base em dados espectrométricos. Isso 

facilita, inclusive, propor inicialmente a fórmula molecular incorporando os substituintes no 

esqueleto básico proposto. 



 

 

164 

 

 

Esquema 15. Proposta biossintética para Flavonoides e Estilbenos (DEWICK, 1998). 

 

Esquema 16. Proposta biossintética para Isoflavonas (DEWICK, 1998). 
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Esquema 17. Proposta biossintética para Biflavonoides com esqueleto tipo amentoflavona 
(DEWICK, 1998). 
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Esquema 18. Proposta biossintética para biflavonoides com esqueleto tipo ochnaflavona 
(DEWICK, 1998). 

• Biossíntese de triterpenos 

Os triterpenoides são formados pela via do ácido mevalônico. Nessa via, ocorre a 

condensação de três unidades de AcetilCoA para formar o isopentenil pirofosfato (IPP) que 

sofre isomerização para dimetilalilpirofosfato (DMAPP). Estes são os precursores básicos dos 

terpenoides e esteroides que sofrerão polimerização dando origem as moléculas de cadeias 

carbônicas crescentes de cinco átomos de carbono. A reação de IPP com seu isômero DMAPP 

formam o trans-geranilpirofosfato (GPP), a partir do qual podem ser formados os demais 

terpenos. Novas ligações cabeça-cauda entre GPP e IPP resultarão em farnesilpirofosfato 

(FPP) e geranilgeranilpirofosfato (GGPP) com 15 e 20 átomos de carbono, respectivamente. 

O FPP é o intermediário para a biossíntese dos sesquiterpenos (C15), triterpenos (C30) e 

esteroides (C18-C30). Duas moléculas de farnesil pirofosfato (FPP) se unem cauda-cauda 

para formar o hidrocarboneto esqualeno, principal precursor de triterpenos e esteroides. A 

ciclização do esqualeno ocorre via intermediário óxido-2,3-esqualeno produzido em uma 

reação catalisada por uma flavoproteína e pelos cofatores NADPH e O2. Na etapa seguinte 

uma enzima ciclase modifica a conformação do óxido de esqualeno para cadeira-cadeira-

cadeira-bote, e através de vários rearranjos 1,2-metil é formado o carbocátion damarenil. O 

carbocátion damarenil é muito instável e sofre novamente migrações do tipo 1,2-alquil para 

formar o cátion bacharenil. Acredita-se que a passagem do cátion terciário (damerenil) para o 

secundário (bacharenil) seja resultado de transformações enzimáticas. Novas migrações 

formam o sistema pentacíclico do cátion lupenil terciário precursor dos esqueletos do tipo 
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ursano e oleanano (DEWICK, 1998). A proposta biossintética para os triterpenos com 

esqueletos tipo oleanano e lupano são apresentados nos Esquemas 17, p. 162. 

 

 

Esquema 19. Proposta biossintética para triterpenos com esqueleto tipo oleanano e lupano 
(DEWICK, 1998). 
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2.8. CONSIDERAÇÕES 

 Este trabalho permitiu a identificação e caracterização estrutural de 20 substâncias de 

espécies do gênero Ouratea e Ochna. 

 Da espécie Ouratea hexasperma foram isolados dois estilbenos inéditos na família 

Ochnaceae, um cianoglicosídeo inédito no gênero, uma isoflavona, duas flavonas, um 

triterpeno pentacíclico e uma quinona isoladas pela primeira vez na espécie, além da 

biflavona, amentoflavona, identificada nas inflorescências. 

 Em extratos de O. semisserrata foram encontrados dois derivados de ácido benzóico 

e um biflavonoide, heveaflavona, ainda não identificados nesta espécie além de dois 

glicosídeos derivados ainda não registrados na família Ochnaceae. 

 Dois novos acil-triterpenos derivados do ácido maslínico foram isolados da espécie 

O. cuspidada juntamente com o ácido maslínico. 

 Na espécie O. ferruginea foi isolada e determinada a biflavona, putraflavona. 

 A análise por CLAE de uma fração da espécie O. stipulata conduziu a identificação 

de quatro biflavonoides característicos do gênero. Este é o primeiro estudo químico desta 

espécie. 

 Da espécie Ochna serrulata foram isolados os marcadores quimiotaxônomicos do 

gênero, ochnaflavona e 2,3-diidroochnaflavona e um acil-glicosídeo derivado da vitexina. 

  A análise por CLAE das frações contendo biflavonoides mostraram perfis químicos 

diferentes, a espécie O. semisserrata apresentou uma mistura complexa com vários 

componentes. 

 Os resultados obtidos contribuíram para ampliar o conhecimento dos gêneros e 

família Ochnaceae 
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3.2. OBJETIVOS 

3.2.1. Objetivo Geral 

• Avaliar a atividade biológica das frações biflavonoídicas e biflavonoides puros em 
ensaios enzimáticos e anticâncer 

3.2.2. Objetivos Específicos  

• Avaliar a atividade anticâncer in vitro  

• Avaliar o efeito das frações e biflavonoides puros na atividade das enzimas CYP1A, 
GST e Catepsinas 

3.3. REVISÃO DA LITERATURA 

3.3.1. Atividades biológicas apresentadas por espécies do gênero Ouratea 

A avaliação dos trabalhos na literatura permitiu verificar a existência de vários estudos 

farmacológicos, tanto com extratos, frações de extratos como com biflavonóides naturais e 

seus derivados isolados de espécies do gênero Ouratea. Na tabela 29 são apresentados os 

ensaios realizados com cada espécie.  

 

Tabela 29. Ensaios biológicos de extratos e substâncias de isoladas de espécies do gênero 
Ouratea  
Espécie Amostra Atividade Referência  
O. castaneifolia Extratos de folhas Antiviral Brandão et al., 2011 
 Extratos do caule Vasodilatadora Valadares et al., 2003 
O. elongata Extrato de folhas Antimicrobiana Gangoué-Piéboji et al., 2006 
O. flava Extrato de folhas Antimicrobiana Gangoué-Piéboji et al., 2006 
O. ferruginea Substâncias Inibição enzimática Fidelis et al., 2012 
O. hexasperma Substância Antitumoral Grynberg et al., 1994; 2002 
 Substância Anticancer  Daniel et al., 2007 
O. lucens Extratos de folhas Antiviral Roming et al., 1992 
O. multiflora Substância Anticancer Carbonezi et al., 2007 
 Substância Anti-aflatoxina Gonçalez et al., 2001 
 Substância Antioxidante Carbonezi et al., 2007 
O. nitida Extratos de folhas Antimalarial Estevam et al., 2005 
O. parviflora Substância Antiviral Araújo et al., 2011 
 Extratos de folhas Anti-inflamatório Carbonari et al., 2006 
 Extratos de folhas Hepatoprotetora Carbonari et al., 2006 
 Substâncias Inibição enzimática Carbonezi et al., 2007 
 Substância Anti-aflatoxina Gonçalez et al., 2001 
O. reticulata extrato Antimicrobiana Bikobo et al., 2009 
O. semisserrata Extratos de folhas Antiviral Brandão et al., 2011 
 Substância Antitumoral Grynberg et al., 1994; 2002 
 Extratos de folhas e 

caule 
Anti-inflamatório Braga et al. 2000 

 Extratos do caule Vasodilatadora Valadares et al., 2003 
O. sp Substância Antitumoral Oliveira et al., 1972 
O. spectabilis Extratos de folhas Antiviral Brandão et al., 2011 
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 Substâncias Inibição enzimática Felício et al., 1995; Simoni 
et al., 2002 

 Extratos do caule Vasodilatadora Valadares et al., 2003 
 Substância Anti-aflatoxina Gonçalez et al., 2001 
O. staudtii Extrato  Antimicrobiana Bikobo et al., 2009 
O. sulcata Substância Antimicrobiana Pegnyemb et al., 2005 
 Extrato de folhas Antimicrobiana Gangoué-Piéboji et al., 2006 
O. turnarea Extrato de raiz e 

folhas 
Antimicrobiana Mbing et al., 2009 

 Substância Antimicrobiana Zintchem et al., 2008 
O. zenkeri Extrato de folhas Antimicrobiana Mbing et al., 2009 

 

 

3.3.1.1. Atividade antiviral 

Extratos das folhas de Ouratea lucens foram avaliados contra vírus de herpes tipo 1 

(HSV-1) e (HSV-2), poliovírus (Polio-1), vírus vesicular da estomatite (VSV) e 

parainfluenza-3 (Para-3) em ensaios VR e DPI. Foi observada forte atividade antiviral para os 

extratos etanólicos e aquosos contra o HSV-1 e HSV-2 e com o extrato em éter de petróleo 

em HSV-1, já o extrato em diclorometano mostrou fraca atividade contra o HSV-1 e HSV-2, 

em ensaio VR. Resultados semelhantes foram observados em  ensaios de DPI. O extrato 

etanólicol apresentou uma atividade mais elevada contra VSV, enquanto o extrato aquoso foi 

mais ativo contra HSV-1, para uma DE50 a 9 µg/ml (DE: dose efetiva). Para infecções do 

Para-3, os extratos aquosos foram mais ativos, com uma DE50 a 20 µg/ml, enquanto o extrato 

de etanol teve a melhor atividade contra Polio-1 com um DE50 de 30 µg/ml. As concentrações 

utilizadas não apresentaram efeito citotóxico em células normais (ROMING et al., 1992). 

Os extratos etanólicos de Ouratea castaneifolia, O. semisserrata e O. spectabilis 

apresentaram atividade contra herpes humano vírus do tipo 1 (HSV-1), vírus vaccinia 

(VACV) e vírus da encefalomiocardite (EMCV), os ensaios foram realizados por MTT, 

usando como controles positivos (aciclovir/Calbiochem e α-2a interferon/Bergamo). Extratos 

de folhas de O. spectabilis mostrou atividade contra HSV-1, com valores de DE50 inferiores a 

50 µg/ml, enquanto extratos de folhas de O. castaneifolia e O. semisserrata foram 

moderadamente ativo, com valores de DE50  56,5-97,24 µg/ml, respectivamente. Moderada a 

baixa atividade contra EMCV, foi observada para os extratos de O. castaneifolia (DE50 185,9 

µg/ml) e O. semisserrata (DE50 465,7 µg/ml). Para VACV-WR, os extratos de O. spectabilis, 

O. castaneifolia e O. semisserrata inibiram a replicação do vírus, com valores de DE50 

inferiores a 50 µg/ml. Entre os extratos ativos frente a VACV-WR, o de O. semisserrata deve 

ser destacado pelo DE50 de 7,4 µg/ml (BRANDÃO et al., 2011).  

Agatisflavona (42), 7 "-metil-agatisflavona (43) e lupeol (75), obtidos de O. 

parviflora, foram ensaiados para antiviral atividades contra HSV-1 e apresentaram valores de 
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DE50 de 11,2, 25,8 e 47,5 µg/ml, respectivamente. Relativamente à atividade anti-HSV-2, 42 e 

43 apresentaram valores de DE50 de 2,8 e 1,5, respectivamente, enquanto que 75 não 

apresentou atividade frente a HSV-2 (ARAÚJO et al., 2011). 

 

3.3.1.2. Atividade antitumorar 

Uma proantocianidina (71-72) isolada de Ouratea sp., cuja configuração absoluta não 

foi mencionado pelos autores, foi ensaiada contra o Sarcoma 180 em camundongos e Walker 

256 em ratos. Os autores relataram potente atividade antitumoral. Doses de 300 mg / kg / dia, 

i.p. durante cinco dias reduziu o crescimento do tumor em 50-70% (OLIVEIRA et ai., 1972).  

As atividades citotóxicas e antitumoral contra tumores murina foram avaliadas in vivo 

usando os biflavonoides 7’-O-metil-agathisflavone 43 isolado de Ouratea hexasperma, 

amentoflavona (32) obtida de O. semisserrata e o derivado acetilado de 32, amentoflavona 

peracetilada (32a), por MTT ensaios. A biflavona 43 apresentou o melhor resultado, com 

redução significativa do crescimento de células de sarcoma 180, com valores de CI50 de 

síntese de DNA e proteína em 3 e 6,8 µM, respectivamente. A atividade antitumoral contra 

um tumor ascítico em S180 na dose de 80 mg / kg (T / C% 140), foi igual a 5-fluorouracil, 

usado como um controlo positivo, na dose de 38 mg / kg (T / C% 140) (GRYNBERG et al., 

1994).  

As DNA-topoisomerases são uma classe de enzimas envolvidas na regulação do 

enovelamento do DNA, crucial para a replicação e transcrição do mesmo. Consequentemente, 

essas enzimas são alvos de intervenção quimioterápicos em terapias antibacterianas e 

anticâncer (ISHAR et al., 2006).  

Em 2002, GRYNBERG et al. relataram o efeito dos biflavonóides 7’’-O-

metilagatisflavona (43), amentoflavona (32), e o derivado 32a frente enzimas topoisomerases 

I e II-α humana. Todos os compostos se mostraram inibidores da DNA-topoisomerase I em 

200 µM, e apenas 7 '' - O-metil-agathisflavone (43) inibe a DNA-topoisomerases II-α na 

concentração de 200 µM (GRYNBERG et al., 2002). 

As biflavonas também mostraram atividade de retardo do crescimento por inibição das 

enzimas topoisomerases, com CI50 de 24 µM para I, 26 µM para II e 10 µM para IIα, frente a 

células de carcinoma de Ehrlich, em ensaios usando método tetrazólio e cultura de 45 h. No 

entanto, quando testadas frente a linhagens leucêmica K562 humana em cultura 45 h, apenas 

7’’-O-metil-agathisflavona (43) mostrou 42% de atividade inibidora de crescimento a 90 µM 

(GRYNBERG et al., 2002).  
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Os biflavonóides 7,7’’-dimetil-lanaraflavona (52), agatisflavona (42) e 7’’-

metilagatisflavona (43) isolados de folhas de O. hexasperma, além de uma mistura de 52 e 43, 

foram testadas contra células de adenocarcinoma do cólon HT-29, de carcinoma pulmonar 

NCI-H460, de mama MCF-7, de adenocarcinoma do ovário OVCAR-3 e de carcinoma de 

renais RXF-393, usando como controle positivo etoposídeo. A biflavona 52 promoveu a 

inibição do crescimento em concentrações de 3-5 µg/ml (<25% do crescimento de controle) 

em células NCI-H460, MCF-7 e OVCAR-3. No entanto, para as linhagens celulares de RXF-

393 e HT-29, este composto induziu a um baixo efeito citotóxico. Composto 43 mostrou uma 

atividade mais elevada, com um valor de CI50 de cerca de 4 µg/ml para todas cinco linhagens 

celulares testadas. A mistura de 52 e 43 mostrou uma inibição de crescimento menor que 25% 

em relação ao controle para todas as linhagens de células testadas nas concentrações de 18-20 

µg/ml, com valores de CI50 variando de 8-10 µg/ml. Composto 42 não apresentou qualquer 

efeito sobre o crescimento celular nas linhagens de células testadas (DANIEL et al., 2007).  

Biflavonóides heveaflavone (40), 7’’,4’’’- di –O-metilamentoflavona (37), 

podocarpusflavona-A (35), e amentoflavona (32), obtido a partir de folhas de Ouratea 

multiflora, foram analisadas quanto à citotoxicidade para o linfoma de rato (L5178) e 

melanoma (KB). Nenhum dos compostos foram ativos contra estas linhagens celulares 

(CARBONEZI et al., 2007). 

 

3.3.1.3. Atividade anti-inflamatória 

 

As espécies reativas de oxigênio (ROS) estão intimamente envolvidas na patogênese 

dos processos inflamatórios e podem agravar o dano tecidual. Em adição aos efeitos 

protetores  de defesa antioxidante endógeno, os produtos naturais com atividade antioxidante 

também são importantes para atenuar o dano oxidativo, complementando essas defesas 

(CARBONARI et al., 2006). O elevado potencial antioxidante apresentado pelo extrato bruto 

(CEOP) e fração (OP4) de folhas de O. parviflora in vitro através da eliminação de radicais de 

2-difenil-1-picril-hidrazilo-hidrato (DPPH), radical hidroxila (HO•, pelo método de 

desoxirribose), ânion superóxido (O2• -, de acordo com Robak & Gryglewski, 2002) e 

peroxidação lipídica (pelo método de TBA) em homogeneizado de fígado de rato, indica 

ações anti-inflamatórias. O CEOP e OP4 mostrou forte atividade inibitória de peroxidação 

lipídica induzida pelo peróxido de terc-butilo (CI50= 2,3 e 1,9 µg/ml, respectivamente), 

inibição de oxidação da desoxirribose por concentração dependente (CI50= 14,9 e 0,2 µg/ml, 

respectivamente), atividade antioxidante contra O2• - (CI50= 87,3 e 73,1 µg/ml, 
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respectivamente) e os radicais DPPH (CI50= 55,4 e 38,3 µg/ml, respectivamente) 

(CARBONERI et al., 2006). 

Lipoxigenases constituem uma família de dioxigenases amplamente distribuídas em 

animais e plantas. Essas enzimas catalisam a oxidação de ácidos graxos poliinsaturados, 

contendo o cis,cis-1,4-pentadieno, para formar hidroperóxidos para hidroperóxidos.  Foi 

observado que seus produtos de reação desempenham um papel vital em uma variedade de 

distúrbios, como asma brônquica, inflamação e angiogênese tumoral (Zargar et al., 2013). 

Extratos de folhas e de caule de O. semisserrata apresentava 29,2 e 7,8% de inibição da 5-

lipoxigenase, respectivamente. O ensaio in vitro de inibição da 5-lipoxigenase, constitui um 

bom modelo para a triagem de plantas com atividade anti-asmáticos (BRAGA et al., 2000). 

 

3.3.1.4. Atividade hepatoprotetora  

 

O tetracloreto de carbono (CCl4) ataca os hepatócitos, causando danos às membranas 

do plasma por peroxidação lipídica. As enzimas citosólicas presentes nos hepatócitos feridos 

vazam para a corrente sanguínea, assim o dano celular pode ser avaliado pela concentração 

destas enzimas no sangue. Aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase 

(ALT) são exemplos de enzimas citosólicas. O extrato bruto (CEOP) e fração hidroalcoólica 

(OP4) de O. parviflora foram considerados como sendo os responsáveis pela atividade 

hepatoprotetora contra  danos induzidos por CCI4 em hepatócitos de rato. O pré-tratamento 

com CEOP e OP4 (300 mg/kg, durante sete dias) impediu a peroxidação lipídica, danos no 

DNA e liberação de aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), sem 

afetar o conteúdo de GSH hepática em animais tratados com CCl4. O tratamento com CCl4 

aumentou significativamente (por 90%) os níveis de hidroperóxidos de lipídios, o teor de 

proteína carbonil (64%), o índice de dano do DNA (133%), a AST (261%), a ALT (212%), a 

atividade da catalase (23%), e também causou uma diminuição de 60% na concentração de 

GSH (CARBONARI et al., 2006). 
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3.3.1.5. Atividade enzimática 

 

Durante muito tempo, as atividades biológicas dos polifenóis vegetais sobre as plantas 

e seres humanos, têm sido atribuídas a sua ação antioxidante e/ou a sua propensão para formar 

complexos com proteínas de forma não específica (HASLAM, 1996). Hoje, há evidências 

convincentes sobre os mecanismos pelos quais os polifenóis vegetais exercem a sua atividade 

de proteção contra doenças cardiovasculares e neurodegenerativas, além de câncer e diabetes, 

os quais não são simplesmente atribuídos as suas propriedades redox, mas sim à sua 

capacidade de se ligar diretamente a proteínas ou peptídeos alvo (QUIDEAU et al., 2011). 

Aldose redutase é responsável por catalisar a redução de glicose para sorbitol na via do 

poliol. O excesso de sorbitol tem sido associado a várias complicações diabéticas oculares 

incluindo, queratopatia, catarata e retinopatia (KADOR, 1988; SUGIYAMA et al. 2000). A 

administração de inibidores da aldose redutase no aparecimento da diabetes ou galactosemia 

mostrou evitar estas complicações (SUGIYAMA et al. 2000).  

A 7,7’’ -di-O-metilagatisflavona (45) e 6,6’’-bigenkwanina (48), isoladas do extrato 

etanólico de O. spectabilis, exibiram atividades inibidoras contra a aldose redutase. As 

concentrações das substâncias estudadas, necessária para produzir 50% de inibição da reação 

catalisada pela enzima (45, CI50 27,7 µM e 48, CI50 11,9 µM) foram menores que a do 

controle positivo (quercetina, CI50 31,4 µM) (FELÍCIO et al., 1995).  

Posteriormente, foi avaliada a citotoxicidade de 45, 48 e 48a (derivado obtido por 

metilação da substância 48) usando uma linhagem celular de córnea de coelho SIRC por 

método espectrofotométrico. As substâncias 45, 48 e 48a apresentaram CI50 de 381,9 ± 22.29; 

426,74 ± 22,05 e 359,7 ± 24,25 µg/ml, respectivamente (SIMONI et al., 2002). Estes 

resultados indicam que as concentrações que causam inibição no crescimento das células 

SIRC em 50% são muito maiores do que as concentrações necessárias para inibir a atividade 

da aldose redutase. A atividade inibidora contra aldose redutase apresentada por 45 e 48 

representa um relevante potencial terapêutico na patologia da diabetes (SIMONI et al., 2002). 

A inibição da acetilcolinesterase por drogas aumenta os níveis da acetilcolina e, assim, 

oferece um tratamento sintomático para a doença de Alzheimer (Darvesh et al., 2013). As 

substâncias heveaflavona (40), 7’’, 4’’’- di-O-metilamentoflavona (37), podocarpusflavona-A 

(35) e amentoflavona (32) foram submetidas a uma triagem preliminar por TLC para avaliar a 

atividade inibitória da enzima acetilcolinesterase. Nenhuma das substâncias apresentou 

atividade nas concentrações de 0,1 à 1,0 µM (CARBONEZI et al. 2007). 
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Metabolismo de xenobióticos (fase I e II) é conhecido pelo seu papel no metabolismo 

de drogas e outras substâncias nocivas. Os metabólitos reativos podem sofrem metabolismo 

adicional, por enzimas fase I ou II, levando a formação de produtos inativos. Dessa forma, a 

indução de qualquer das fases I ou II das enzimas podem resultar num aumento da 

desintoxicação de carcinogênicos ou a formação de produtos altamente reativos. Muitos 

agentes cancerígenos são metabolizados pelas enzimas citocromo P-450 (CYP) tanto para 

metabólitos biologicamente inativos quanto para metabólitos reativos, quimicamente 

eletrofílicos, que se ligam covalentemente ao DNA produzindo carcinogenicidade (MOON et 

al., 2006). A indução do metabolismo de fase II está relacionado a prevenção de câncer. No 

entanto, enzimas de fase II como a glutationa S-transferase (GST) também estão envolvidas 

em mecanismos de resistência e drogas antitumorais (TOWNSEND & TEW, 2003). 

Os flavonoides de Ouratea ferruginea, 5,4’-diidroxi-7,3’,5’-trimetoxiisoflavona (18), 

7,3'-di-O-metilorobol (19), piscigenina (21) e sequoiaflavona (34), foram avaliados em 

ensaios in vitro com a GST (enzima de fase II) e ECOD (enzima de fase I). As substâncias 21 

e 18 demonstraram os melhores efeitos inibitórios, com uma inibição de 67,8% e 74,7% de 

atividade de GST, respectivamente. O efeito inibitório de 19 não foi observado sobre a 

atividade de GST. As GSTs são alvos terapêuticos promissores, pois são encontradas 

superexpressadas numa ampla variedade de tumores. Portanto, sua inibição diminui a 

resistência de tumores a drogas antitumorais. O estudo também revelou que os compostos 

inibiram a atividade da ECOD in vitro. A sequoiaflavone (34) foi o inibidor mais potente da 

ECOD com inibição de 75,2% em comparação com o controle. As isoflavonas 18, 19 e 21 

inibiram a atividade da ECOD em 33,1; 22,2 e 56,5%, respectivamente (FIDELIS et al., 

2012). 
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3.3.1.6.  Atividade vasodilatadora 

 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que a hipertensão afeta 

aproximadamente 25% dos adultos em todo o mundo (LAWES et ai., 2008). A hipertensão 

está associada com graves complicações, incluindo danos em órgãos vitais, arteriosclerose, 

hipertrofia do ventrículo esquerdo (VE) e acidente vascular cerebral (AVC) (KANNEL, 

2000); é indispensável o desenvolvimento de tratamentos adicionais que previnam também 

complicações cardiovasculares (DOLINSKY et al., 2013).  

Os efeitos vasodilatadores de extrato hidroetanólico (OSE) do tronco de O. 

semisserrata e de sua fração em acetato de etila (OSR) foram avaliados com anéis aórticos de 

endotélio. A OSR produziu vasodilatação mais potente (CI50 3,5 µg/ml) do que OSE (CI50> 

30 µg/ml). A OSR também apresentou um maior teor de proantocianidinas totais (21,8 ± 

1,5%) em comparação com OSE (6,5 ± 0,4%), levando assim os autores a sugerirem que as 

substâncias desta classe têm um papel importante no vasorrelaxamento. A investigação do 

mecanismo de vasodilatação observado em OSR revelou que o seu efeito de 

vasorrelaxamento foi completamente abolido por L-NAME (300 pM), um inibidor da enzima 

óxido nítrico síntase (NOS), mas não por um muscarínico antagonista (atropina, 1 µM) nem 

por um inibidor da ciclo-oxigenase (indometacina, 10 µM). Estes resultados mostraram que a 

OSR, uma fração rica em proantocianidina de O. semisserrata, induz a vasodilatação por um 

mecanismo dependente do fator relaxante derivado do endotélio, igualmente ao do óxido 

nítrico (Cortes et al., 2002). Posteriormente, extratos hidroetanólicos de folhas e caule de O. 

castaneifolia, O. semisserrata e O. spectabilis foram testados em anéis de aorta de ratos pré-

contraídos com fenilefrina. Dentre estes, apenas extrato hidroetanólico de tronco de O. 

semisserrata produziu atividade vasodilatadora significativa (63 ± 3%, n = 6), em 100 mg/ml 

(VALADARES et al. 2003). 

 

3.3.1.7. Atividade antimalarial  

 

A malária é uma doença infecciosa, de origem parasitária, que é uma das principais 

causas de morbidade e mortalidade global. Acredita-se que cerca de 300-500 milhões de 

pessoas contraem a doença anualmente e mais de 1 milhão de pessoas morrem de malária 

todos os ano (MURRAY et al., 2012). O plasmódio, o agente causador da malária, precisa 

completar um ciclo complexo no interior do seu vetor, o mosquito Anopheles, para ser 

transmitido aos seres humanos (GHOSH et al., 2000). No entanto, o surgimento e a 
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propagação rápida de mosquitos resistentes à inseticida e plasmódios com resistência às 

drogas, combinados com a falta de uma vacina efetiva, minam seriamente os esforços atuais 

de controle (TRAPÉ et al., 2011). Claramente, os meios disponíveis para combater a doença 

são insuficientes (WANG et al., 2013).  

ESTEVAM et al. (2005) relataram a avaliação preliminar in vivo da atividade 

antimalárica de extratos de folhas de Ouratea nitida Aubl. preparados em n-hexano, 

clorofórmio, acetato de etila e metanol/água utilizando camundongos (Mus musculus) 

infectados com Plasmodium berghei, cepas NK-65. Atividade antimalárica foi determinada 

pela percentagem da redução da parasitemia dos grupos tratados quando comparados com o 

grupo controle negativo. Dentre os extratos testados, apenas o extrato hexânico mostrou boa 

atividade contra o Plasmodium berghei com redução da parasitemia de 47,87%, 77,95% e 

51,04%, para as doses de 250, 500 e 1000 mg/kg, respectivamente. Os resultados dos testes 

mostraram significativa atividade antimalária in vivo, em comparação com o controle 

positivo, fosfato de cloroquina, cuja atividade contra P. berghei foi 100%. Em contraste, o 

aumento da concentração de 500 a 1000 mg/kg deram resultados insatisfatórios. A purificação 

cromatográfica do extrato hexano levou ao isolamento de friedelina, β-amirina, 3,4-seco 

friedelan-3-óico e tetracosan (ESTEVAM et al., 2005). 

 

3.3.1.8. Atividade antimicrobiana 

 

Extratos de plantas utilizadas na medicina popular foram avaliados in vitro por vários 

grupos de pesquisa para verificar as propriedades antibacterianas. A atividade antibacteriana 

dos flavonoides é cada vez mais documentada (COXIM E LAMB, 2005). As substâncias 

sulcatona A (57) e 3-hidroxi-2,3-diidroapigenil-[C-4’-O→C-3’]- diidrokaempferol (58), 

isoladas de partes aéreas de O. sulcata, apresentaram atividade contra Staphylococcus aureus, 

com valores de MIC= 12,50 µg/ml (57) e 8,12 µg/ml (58),  e Bacillus subtilis, com MIC= 

8,51 µg/ml (57) e 10,05 µg/ml (58), bactéria gram-positiva. Estas atividades foram quase 

equivalentes as demonstradas pelo sulfato de estreptomicina, com valores de MIC= 6,25 

µg/ml (57) e 0,85 µg/ml (58). No entanto, nenhuma destas substâncias foi ativa contra o 

Vibrio anguillarium (bactéria gram-positiva) ou Escherichia coli (bactéria gram-negativa) em 

ensaios com Agar (PEGNYEMB et al. de 2005).  

As biflavonas heveaflavona (40), 7’’,4’’’-di-O-metilamentoflavona (37), 

podocarpusflavona-A (35) e amentoflavona (32), obtidas de folhas de O. multiflora, 

mostraram uma atividade fraca contra as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus e 
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Bacillus subtilis na concentração de 10,0 µg/ml, e só a heveaflavona (40) e 

podocarpusflavona-A (35) inibiram o crescimento de S. aureus na concentração de 5,0 µg/ml. 

As substâncias testadas apresentaram inibição moderada, com zonas de inibição de 7,0-10,0 

mm, em comparação com sulfato de estreptomicina, utilizado como controle positivo na 

concentração de 5,0 µg/ml, que apresentou zona de inibição de 30-35 mm (CARBONEZI et 

al. de 2007).  

Extratos de três espécies de Ouratea, O. sulcata, O. flava e O. elongata, exibiram 

moderada ou nenhuma inibição contra bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus, S. 

epidermidis, S. saprophyticus, Enterococcus sp., En. hirae), bacilos gram-negativos 

(Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Serratia marsescens, Pseudomonas aeruginosa e 

Acinetobacter baumannii) ou fungos (Candida spp., Cryptococcus neoformans sero D, 

Aspergillus spp., Tricophyton spp.) em ensaios por difusão em agar usando uma concentração 

final de 2,0 a 1024,0 µg/ml. O extrato metanólico das folhas de O. sulcata apresentou 

atividade contra Staphylococcus spp., com zonas de inibição de 10-13 mm, enquanto que 

extratos similares de O. flava e O. elongata só apresentaram atividade contra Candida 

albicans, com zonas de inibição de 7-13 e 7-10 mm, respectivamente (GANGOUÉ-PIÉBOJI 

et al., 2006). O extrato de raízes de O. turnarea em CH2Cl2:MeOH (1: 1) apresentou atividade 

apenas moderada contra bactérias gram-positivas. A concentração inibitória mínima desses 

extratos variou de 2,5 a 5,0 mg/ml. Serotobenina, isolada do extrato de raízes de O. turnarea, 

também foi avaliada  frente a estes micro-organismos e não apresentou atividade para 

quaisquer bactérias testadas (ZINTCHEM et al., 2008). A atividade antimicrobiana de 

extratos metanólicos de folhas de O. zenkeri e O. turnerae foram também examinados por 

MBING et al. (2009) e ambos os extratos apresentaram atividade antimicrobiana moderada 

contra estes micro-organismos. 

Recentemente, Bikobo et al. (2009) avaliaram e compararam as propriedades 

antimicrobianas do extrato metanólico de Ouratea sulcata, O. flava, O. elongata, O. 

reticulata e O. staudtii. Novamente, foi observado que os extratos de Ouratea apresentam 

atividade contra bactérias gram-positivas e leveduras, mas não contra  bactérias gram-

negativa. Os extratos mais ativos foram os obtidos de O. sulcata e O. flava. Alguns 

biflavonóides também foram avaliados e mostraram ser mais ativos contra bactérias gram-

positivas.  

As aflatoxinas são metabólitos secundários de Aspergillus flavus e A. parasiticus, que 

demonstraram ser toxigênico, cancerígenas, mutagênico e teratogênico em diferentes espécies 

animais (FAN e CHEN, 1999). Os biflavonóides 6,6’’-bigenkwanina (48); 
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tetrametoxibigenkwanina (48a); amentoflavona (32), e 7,7’’-di-O-metilagatisflavona (45) 

obtidos de O. spectabilis, O. multiflora e O. parviflora demonstraram um efeito inibidor sobre 

a biosíntese de aflatoxinas. A. flavus utilizado como um controle negativo produziu 188,6 

µg/ml de AFB1 e 12,58 µg/ml de AFB2, enquanto o fungo tratado com biflavonóides 48, 48a, 

32 e 45 na concentração de 5 µg/ml produziu 56,58; 42,65; 37,42 e 45,19 µg/ml de AFB1, e 

2,38; 2,87; 1,88 e 3,17 µg/ml de AFB2, respectivamente. A uma concentração de 10 µg/ml de 

biflavonoide, os resultados obtidos foram 22,58; 22,29; 18,41 e 27,56 µg/ml de AFB1 e 2,34; 

0,75; 1,11 e 1,55 µg/ml de AFB2 para as substâncias 48, 48a, 32 e 45, respectivamente 

(GONÇALEZ et al., 2001). 

 

3.3.1.9. Atividade antioxidante 

As atividades antioxidantes das biflavonas 32, 35, 37 e 40 de O. multiflora foram 

avaliadas utilizando o ensaio com DPPH. A biflavona 32 mostrou atividade moderada com 

valor de CI50= 18,5 µg/ml, enquanto que 35, 37 e 40 mostraram atividade sequestradora fraca, 

o que confirma a dependência da atividade antioxidante em relação ao número de grupos 

fenólicos livres presentes na estrutura da substância testada (CARBONEZI et al., 2007). 

 

3.3.2. Aspectos etnofarmacológicos 

Algumas espécies de Ouratea têm sido usadas na medicina popular do Brasil e de 

países africanos, incluindo Camarões, Nigéria, Congo e Gabão (BOUQUET, 1969). As folhas 

e caule são as partes mais usadas, principalmente, na forma de suco, infusões e extratos. No 

Brasil, as espécies de Ouratea são indicadas para paralisia, erisipela e feridas de útero 

(BARROSO, 1986). Folhas de O. spectabilis são utilizadas como vermífugo e em problemas 

gástricos  (BRAGA, 1960). Infusões da folha de O. parviflora são prescritas para o tratamento 

de doenças relacionadas com inflamação, tais como reumatismo, entorses e doenças artríticas 

(CARBONARI et al, 2006), e doenças de pele (CORRÊA, 1975;. PAULO et al, 1986 ; 

FELÍCIO et al, 1995). O. castaneifolia é conhecida na região amazônica do Brasil como 

"farinha-seca", "mangue-do-mato" ou "pau-de-serra" e sua casca é um tônico adstringente, 

rico em taninos (LE COINTE, 1934). O extrato de folhas de O. sulcata, usado puro ou em 

combinação com outras plantas, são utilizados para tratar infecções do trato respiratório 

superior, disenteria, diarreia e dor de dentes (BOUQUET, 1969; PEGNYEMB et al, 2005). 

Sucos de folhas ou flores de O. reticulata também são usados como um remédio para dor de 

dente. As hastes são usadas internamente contra disenteria e tosse (JP KOFANI, comunicação 

pessoal; MANGA et al, 2001). Extratos de folhas de O. elongata, O. sulcata e O. flava são 
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usados em casos de insuficiência reumática e gástrico (GANGOUÉ-PIÉBOJI et al 2006;. 

MBING et al, 2003a). Muitas dessas indicações populares ainda não apresentam 

comprovações científicas, nem mesmo algum ensaio biológico preliminar realizado com a 

planta medicinal referida.  

3.3.3. Análise dos estudos biológicos realizados com as espécies de Ouratea e suas 
correlações com os usos encontrados na medicina popular 

 

A avaliação dos trabalhos na literatura permitiu verificar a existência de diversos 

estudos farmacológicos, tanto com extratos, frações de extratos como com biflavonóides 

naturais e seus derivados isolados de espécies do gênero Ouratea. Na Tabela 29 (pág. 178) 

são apresentados os ensaios realizados com cada espécie. 

Algumas espécies são usadas na medicina popular, principalmente, para o tratamento 

de doenças inflamatórias e infecciosas. Tem sido relatado na literatura o efeito atenuante de 

extratos de folhas de O. parviflora em danos causados por ERO (espécies reativas 

oxigenadas) (CARBONARI et al., 2006) e o potencial inibitório da lipoxigenase por extratos 

de folhas e caule de O. semisserrata (BRAGA et al., 2000). No entanto, estes dois trabalhos 

são os únicos estudos biológicos sobre o potencial anti-inflamatório realizado com espécies 

desse gênero, os quais se mostraram promissores. Esses resultados têm contribuído para 

confirmar os efeitos anti-inflamatórios de espécies de Ouratea na medicina popular. Por 

exemplo, o uso de extratos de folhas de O. elongata, O. sulcata, O. flava e O. parviflora para 

tratar reumatismo, entorse, artrite e dor de dente (CARBONARI et al., 2006; BOUQUET, 

1969; PEGNYEMB et al., 2005; GANGOUÉ-PIÉBOJI et al. 2006; MBING et al., 2003a). 

Mesmo com indicações da medicina popular do uso de várias espécies de Ouratea no 

tratamento de doenças inflamatórias, não houve avanços nos estudos de investigação 

farmacológica nesta área. 

O uso de plantas desse gênero no tratamento de infecções de trato respiratório, 

disenteria, diarreia, erisipela e ferida de útero pode ser justificado pelo efeito antimicrobiano e 

antiviral exercidos por extratos e seus constituintes isolados. As espécies O. elongata 

(GANGOUÉ-PIÉBOJI et al. 2006), O. flava (GANGOUÉ-PIÉBOJI et al. 2006), O. reticulata 

(BIKOBO et al., 2009), O. staudtii (BIKOBO et al., 2009), O. sulcata (PEGNYEMB et al., 

2005; GANGOUÉ-PIÉBOJI et al. 2006), O. turnarea (MBING et al., 2009; ZINTCHEM et 

al., 2008) e O. zenkeri (MBING et al., 2009) exibiram significativo potencial antimicrobiano 

em ensaios com extratos e substâncias isoladas. 
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Embora alguns flavonoides e extratos de Ouratea tenham mostrados maior ação 

antimicrobiana contra as bactérias gram-positivas do que as bactérias gram-negativas 

(BIKOBO et al. 2009), outros flavonoides, tais como as catequinas, também apresentam 

comportamento semelhante. Em trabalho realizado por IKIGAI e colaboradores (1993), foi 

observada a ação do galato de epigalocatequina sobre lipossomas (utilizados como modelo de 

membranas bacterianas) que induziu a fuga de moléculas pequenas a partir do espaço 

intralipossômico, o que sugere que o flavonoide promove dano no lipossoma. Com este 

experimento, os autores sugeriram que a baixa susceptibilidade de bactérias gram-negativas à 

galato de epigalocatequina pode ser atribuída, mesmo que parcialmente, à presença da 

bicamada de lipopolissacarídeos que age como barreira para ação dos flavonoides, enquanto 

que as bactérias gram-positivas, que possuem apenas uma camada, ficam suscetíveis (IKIGAI 

et al, 1993; CUSHNIE et al, 2005). Nenhum estudo do mecanismo de ação antibacteriana por 

biflavonoides de Ouratea foi publicado até o momento. No entanto, estas substâncias ainda 

têm um papel importante na medicina tradicional, uma vez que, flavonoides ou extratos 

contendo flavonoides, quando usado juntamente com os antibióticos convencionais contra 

estirpes bacterianas bastante resistentes, exercem um efeito sinérgico significativo 

(STEPANOVIC et al., 2003). 

Notáveis atividades antiviral (contra o HSV, parainfluenza-3 e Poliomielite-1) e 

antifúngica (efeito inibidor sobre a biosíntese de aflatoxina nas Aspergillus flavus e A. 

parasiticus) foram exibidas por biflavonoides e extratos de espécies de Ouratea (ROMING et 

al., 1992; GONÇALEZ et al., 2001). Biflavonoides do gênero Ouratea são bons candidatos 

para a investigação sobre os mecanismos de ação antiviral; estudos adicionais são necessários 

uma vez que podem contribuir para o desenvolvimento de agentes antivirais. 

Várias atividades relevantes foram encontrados para as espécies Ouratea que não estão 

relacionados com os usos tradicionais, como antitumoral (OLIVEIRA et al, 1972;. DANIEL 

et al., 2007), quimiopreventiva (FIDELIS et al, 2012), antimalárica (ESTEVAM et al., 2005), 

hepatoprotetora (CARBONERI et al., 2006) e anti-hipertensiva por efeito vasorelaxante 

(VALADARES et al., 2003). Esta última destaca-se pelo potente efeito vasorelaxante 

exibidos pelos extratos de O. semisserrata, a qual não apresenta na literatura quaisquer usos 

tradicionais relacionados com o tratamento de doenças hipertensivas. Assim, seria necessário 

investigar melhor esta propriedade considerando a possibilidade do desenvolvimento de 

fitoterápicos anti-hipertensivos obtidos a partir de extratos O. semisserrata. 

Outras atividades que requerem atenção são aqueles que envolvem a inibição de 

enzimas por flavonoides. Bons resultados foram encontrados para a inibição da aldose 
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redutase utilizando biflavonoides isolados de O. spectabilis (FELÍCIO et al., 1995). 

Biflavonas de O. hexasperma mostraram alta inibição de DNA-topoisomerase I e II 

(GRYNBERG et al., 2002). É possível, portanto, que os mecanismos de ação envolvidos nas 

atividades, antiviral e anticâncer, estejam relacionados com a inibição de enzimas vitais ao 

metabolismo celular. Os biflavonoides de Ouratea mostraram em ensaios in vitro 

(GRYNBERG et al. 2002; DANIEL et al., 2007) e in vivo (OLIVEIRA et al, 1972, 

GRYNBERG et al., 1994) elevado potencial bioativo que necessita ser melhor investigado. 

 

3.3.4. Flavonoides como moduladores de enzimas 

 

Segundo QUIDEAU e colaboradores (2011), novas evidências convincentes sugerem 

outros mecanismos pelos quais os polifenóis exercem suas atividades. Trata-se de um efeito 

modulador que altera a atividade de enzimas chaves, receptores celulares, fatores de 

transcrição, assim como a promoção de alguma perturbação a estrutura da enzima pela 

presença de um agregado. Essas ações podem  regular funções biológicas relacionadas com, 

por exemplo, o crescimento e a proliferação celular, inflamação, apoptose, angiogênese, 

metástase e respostas imunes. Desta forma, estas substâncias podem exercer ações de 

proteção contra doenças cardiovasculares, neurodegenerativas, assim como câncer e diabetes, 

valendo-se não apenas de suas propriedades redox. 

Grande número de enzimas sofre efeito modulador (inibição ou ativação) exercido por 

polifenóis. Algumas enzimas são alvos terapêuticos relevantes, tais como COXs e LOXs, 

CYPs, cinases de transdução de sinal (geralmente são mais fortemente inibida por flavonoides 

simples, elagitaninos e ácido elágico que por galotaninos e taninos condensados), além de 

xantina oxidase, NADH-oxidase, tioredoxina redutase, adenosina deaminase, 

metaloproteinases de matriz, telomerase, polimerases de DNA, topoisomerases, metil-

transferases, ATPase/ATP sintase, ornitina descarboxilase e uroquinase, uma enzima 

envolvida na formação de metástases de tumores humanos (QUIDEAU et al., 2011). 

3.3.4.1. Enzimas de biotransformação 

As enzimas do metabolismo de xenobióticos são responsáveis pelo processo de 

desintoxicação do organismo. Este metabolismo, também chamado de metabolismo de 

biotransformação, está dividido em duas fases, fase I e II. Na fase I ocorre a ação das enzimas 

da família citocromo P450 (CYP450) e na fase II atuam enzimas como glutationa S-

transferase (GST) (MOON et al., 2006). 
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 Citocromo P450 (enzimas monooxigenases) são enzimas que catalisam uma variedade 

de reações químicas como O-desalquilação, N-desalquilação, e hidroxilação. Elas 

desempenham um papel importante no metabolismo de fase I, pois ajudam a excretar 

substâncias nocivas ao organismo e ativar substâncias endógenas (estradiol, testosterona e 

ácido araquidônico) para modificar produtos que são envolvidos na regulação fisiológica e 

processos celulares (homeostase, controle endócrino, proliferação celular e inflamação) 

(WANG et al., 2009). Muitos flavonoides apresentam efeito modulador das enzimas CYP450, 

podendo ativar ou inibir. 

A enzima glutationa-S-transferase catalisa uma grande variedade de grupos 

eletrofílicos para grupos sulfidrilas de glutationa, que estão envolvidos na desintoxicação de 

radicais oxigenados e exerce a função e ligar e transportar uma ampla variedade de 

substâncias nocivas (HAYES et al., 1995). 

Os agentes carcinogênicos são geralmente exógenos ou espécies reativas de oxigênio 

(ERO) geradas metabolicamente ou outras substâncias reativas geradas naturalmente pelo 

organismo. Elevados níveis de ERO estão envolvidos na inativação e promoção de tumores. 

Os efeitos protetores contra câncer apresentados por flavonoides tem sido atribuídos a uma 

variedade de mecanismos, que incluem captura de radicais livres e efeito modulador sobre 

enzimas de modificação ou desintoxicação (AMES et al., 1995). Entre as enzimas, que são 

susceptíveis de desempenhar papéis importantes na carcinogênese, estão as citocromos P450 

(CYP) e glutationa-S-transferases (GST), como as mais extensivamente estudadas.  

 
 

3.3.4.2. Catepsinas 

Catepsinas são enzimas que atuam na degradação de proteínas. As catepsinas B, C, F, 

H, K, L, O, S, V, W e X, são cisteíno proteases encontradas no lisossoma, fazem parte da 

maior e mais bem descrita classes de catepsinas. Proteases lisossomais, principalmente, 

catepsinas estão envolvidas em diversos processos fisiológicos, assim como em várias 

doenças. As catepsinas atuam em processos inflamatórios, como periodontite, artrite, 

ateriosclerosis, pancreatite e gastrite, mas o foco principal é o papel funcional das catepsinas 

na progressão tumoral e metástase (KUESTER et al., 2008). 
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3.3.5. Relevância do Trabalho 

A potente atividade dos biflavonoides obtidos de espécies do gênero Ouratea em 

ensaios antitumorais e de inibição de enzimas DNA-topoisomerases (DANIEL et al., 2007; 

GRYNBER et al., 2002) motivaram a realização de novos estudos. Neste trabalho foram 

avaliadas as atividades das frações contendo biflavonoides frente às enzimas de 

biotransformação (CYP1A e GST) e proteases (catepsinas), considerando que os flavonoides 

são relatados como moduladores enzimáticos, e a atividade antiproliferativa em linhagem 

celulares neoplásicas, uma vez que estudo com frações contendo biflavonoides de Ouratea 

não foi aprofundado. 

 

3.4. PARTE EXPERIMENTAL 

 

3.4.1. Ensaio de avaliação do efeito modulatório de flavonoides sobre a atividade 
enzimática de CYP1A  

 

• Preparação da fração solúvel de fígado de rato 

 

As amostras teciduais foram disponibilizadas pelo prof. João Bosco de Salles cujo 

projeto de utilização de animais foi aprovado pela CEUA da Universidade Estadual da Zona 

Oeste (UEZO) referência 005. Os animais (ratos machos Wistar peso entre 130 e 150 g) 

foram mantidos em ambiente com luz e temperatura controlada e tiveram livre acesso a 

alimentação e água. Os ratos foram submetidos a eutanásia para preparação das frações 

citossólica e microssomais. Os fígados foram removidos, colocados em tampão de fosfato 0,1 

M gelado (pH 7,4) e, em seguida, homogeneizados. As frações foram preparadas por 

centrifugação diferencial (GREENLEE & POLAND, 1978) e o teor de proteína foi 

determinado por método de Peterson (1977). 

 

 
• Preparação das amostras 

 

As amostras (1 mg) foram solubilizadas em 1 ml de DMSO. Alíquotas de 20 e 40 µl 

foram usadas nos ensaios com enzimas CYP1A e GST. 

 
• Ensaios da atividade enzimática de CYP1A 
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As enzimas 7-etoxi-resofurina-O-dealquilase (EROD), 7-metoxi-resorufina-O-

dealquilase (MROD) e pentoxi-resorufina-O-deetilase (PROD) de microssomas de fígado de 

rato foram utilizadas como uma sonda para determinar a atividade CYP1A. Substrato (1 mM), 

NADPH (1 mM), cloreto de magnésio (10 mM) e microssomas de fígado de rato (5,5 ug) 

foram incubadas em tampão de fosfato (0,1 M), pH 7,8 (0,5 mL de volume final). As 

incubações foram a 37 ° C durante 5 min. A reação foi terminada com ácido tricloroacético 

(TCA) a 2,5%, seguido por centrifugação (1000 g, 10 min). Em seguida, foram adicionados 2 

mL de tampão de glicina-NaOH e na sequencia foi determinada a fluorescência da resofurina 

(excitação: 530 nm e emissão 590 nm). Atividade CYP foi calculada como quantidade de 

resofurina produzido por minuto por mg de proteína. Ensaios que contêm fitoquímicos foram 

comparados com o controle com DMSO (dimetilsulfóxido). 

 

• Ensaios da atividade enzimática de GST  

A atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) foi determinada conforme 

metodologia descrita por Habig et al. (1974). O ensaio foi conduzido em duplicata, com 

tampão fosfato de potássio 0,1M, pH 6,0; 20 µL da fração solúvel de fígado de rato na 

presença de 100 µL de glutationa reduzida (GSH) 50 mM, sendo a reação inicializada pela 

adição de 20 µL de 1-cloro 2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 100 mM (preparado em etanol). 

Ensaio da mistura, sem adição da enzima, foi usado para verificar a taxa de reações não-

enzimáticas (branco químico). A correção nas medidas de absorbância da reação enzimática 

foi realizada pela subtração da absorbância na ausência da enzima. A taxa da reação, para 

cada concentração da enzima, foi monitorada no espectrofotômetro a 340 nm, realizando-se 

leituras de 30 em 30 segundos, durante três minutos. Os dados foram representados em 

gráfico de atividade (µmol/min) versus concentração (mg/mL). Controles positivos foram 

feitos da mesma forma que nos testes não havendo, no entanto, a adição dos extratos ou chás. 

Para o cálculo da atividade específica da GST foi utilizado o coeficiente de absortividade 

molar 9,6 mM-1.cm-1. 
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3.4.2. Ensaio de avaliação do efeito modulatório de flavonoides sobre a atividade 

enzimática de catepsina K, L e V 

Todos os reagentes disponíveis comercialmente foram adquiridos da Aldrich Chemical 

Co e Sigma. Os ensaios bioquímicos foram realizados em um fluorímetro Spectra MAX M3. 

As soluções estoque foram preparadas a uma concentração de 4,0 mg/mL para extrato e 125 e 

50 µM para substância pura, ambos dissolvidos em DMSO, e os inibidores foram testados 

contra a catepsina K, L e V a uma concentração inicial de 125 mM e posteriormente a 50 mM. 

As medições de inibição foram realizadas em triplicata, em placas de 96 poços negros e com 

volume final de 200 µL. 

A atividade enzimática foi determinada através da observação do aumento de 

fluorescência devido à hidrólise do substrato fluorogênico Z-FR-MCA. A medida da atividade 

enzimática foi monitorada através de um fluorímetro de placa, com uma fenda de excitação-

emissão ajustada para λ 380 nm e 460 nm, respectivamente. Nas determinações, as placas são 

mantidas em compartimento termosttizado a 27 °C com as enzimas catepsinas (concentração 

na ordem de nano molar), previamente ativadas com ditiotreitol (DTT) (2,5 mM) por 5 min. 

Em seguida adicionaram-se 5 µL da solução a ser testada, incubando-se por 5 min e em 

seguida o substrato Z-FR-MCA (1,0 µM) fazendo-se a leitura em tempo real. DMSO foi 

utilizado como controle negativo e o inibidor irreversível E64 como controle positivo de 

inibição enzimática. A concentração final de DMSO nos ensaios foi 2,5 % (SEVERINO, 

2008). 

3.4.3. Ensaio de avaliação do efeito antiproliferativo de flavonoides frente a linhagem 

tumorais 

As amostras-teste (0,1 g/mL) foram ressuspendidas em dimetilsulfóxido (DMSO) e 

posteriormente diluídas em meio de cultura (concentração final DMSO 0,4 %). 

Para a avaliação da atividade antiproliferativa foi utilizado o corante sulforrodamina B 

(SRB) e se baseia na afinidade deste composto pelas proteínas básicas presentes nas células 

íntegras, fixadas pelo ácido tricloroacético (SKEHAN et al., 1990). 

O teste foi realizado após o preparo da placa TO e da placa Teste com triplicata de 

suspensão celular de cada linhagem e triplicata de meio de cultura. As placas ficaram 

incubadas por 24h, sendo as amostras-teste adicionadas nas concentrações 0,25, 2,5, 25 e 250 

µg/mL e o controle positivo (doxorrubicina: 0,025, 0,25, 2,5 e 25 µg/mL) durante 48hs. 

Concomitante ao preparo das placas-teste adicionando as amostras é realizada a leitura da 
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placa TO. Após as 48h foram adicionados 100 µL de ácido tricloroacético (TCA) 20% em 

cada cavidade e as placas permanecerão por 30 minutos a 4°C. A placa foi lavada em água 

corrente e seca para adição de 50µL de SRB (Sigma, USA) 0,1% diluída em ácido acético 1% 

por 30 minutos. Posteriormente, retirou-se o excesso de corante livre e adicionou-se à placa 

seca 100µL de tampão Trizma Base (10mM, pH 10,5) (Sigma, USA) para solubilizar o 

corante ligado às proteínas de membrana das células fixadas. Foram obtidos os valores de 

absorbância (540nm) das amostras-teste (T), controle negativo (CN), controle positivo, branco 

das amostras e da leitura do início da incubação (TO). A porcentagem de crescimento (%) de 

cada amostra-teste foi calculada em programa Excel (MONKS et al. ,1991) e a dose que inibe 

50% do crescimento celular, GI, foi determinada em programa Origin Versão 6.0. 

3.5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.5.1. Avaliação do efeito modulatório de flavonoides sobre a atividade de enzimas 

CYP1A e GST 

 Os fitoquímicos (frações e substâncias isoladas) obtidos de espécies do gênero 

Ouratea foram avaliados frente às enzimas de biotransformação de Fase I da família CYP1A 

(EROD, MROD e PROD) e Fase II (GST). Os ensaios com as enzimas de biotransformação 

foram realizados em colaboração com a profa. Dra. Cristiane M. C. de Salles e a Doutoranda 

Tais da Silva Rosa ambas do Departamento de Química da Universidade Federal Rural do Rio 

de Janeiro (UFRRJ) e prof. Dr. João B. de Salles do Centro de Ciências Biológicas e da 

Saúde, Centro Universitário da Zona Oeste (UEZO). 

 A enzima EROD apresentou alta inibição de sua atividade na presença de 

amentoflavona e OFFM-PD-52-58 e total inibição na presença de OSFM-PD-21-24. 

Moderadas atividades da enzima EROD foram observadas na presença de OSFC-B e OSFC-

82-96. A fração OSFM-PD e a amentoflavona inibiram moderadamente a enzima MROD, 

enquanto que as frações OFFM-PD-52-58, OSFC-B e OSFC-82-96 inibiram fracamente. A 

enzima PROD foi ativada na presença de todos os fitoquímicos avaliados na concentração de 

20 µL, com exceção da amentoflavona que não influencio a atividade da enzima. Na 

concentração de 40 µL, Amentoflavona e OFFM-PD-52-58 inibiram fracamente a enzima 

PROD, enquanto que as frações OSFC-B e OSFC-82-96 mantiveram a indução da atividade 

da PROD, mas em percentagem reduzida. Os valores de atividade modulatória estão 

apresentados na Tabela 30, p. 197. 
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Tabela 30. Atividade modulatória de fitoquímicos frente às enzimas EROD, MROD e PROD. 

Amostras EROD (5,0 µl) MROD (5,0 µl) PROD (5,0 µl) PROD (10,0 µl) 

 I (%) A (%) I (%) A (%) I (%) A (%) I (%) A (%) 

Amentoflavona 98,37 - 54,15 - - 0,0 46,70 - 

OFFM-PD-52-58 91,63 - 22,52 - - 13,66 26,11 - 

OSFC-B 66,12 - 15,15 - - 78,18 - 64,47 

OSFC-82-96 60,63 - 6,46 - - 105,30 - 87,21 

OSFM-PD-21-24 100,00 - 52,81 - - - - 44,00 

I(%) – percentagem de inibição da atividade, A(%) – percentagem de ativação da atividade 

 As frações OHFM-PD-49-53, OFFM-PD-52-58 e OSFM-PD-21-24 foram avaliadas 

frente a enzima de biotransformação de fase II, glutationa S-tranferase (GST). As frações 

apresentaram inibição moderada na concentração de 5,0 µl (Tabela 31). 

Tabela 31. Atividade modulatória de fitoquímicos frente a enzimas GST. 

Amostras GST (5,0 µl) 

   I (%) 

OHFM-PD-49-53 33,07 

OFFM-PD-52-58 100,00 

OSFM-PD-21-24 63,42 

I(%) – percentagem de inibição da atividade 

Na literatura é relatado o efeito modulatório de flavonoides frente a enzimas de 

biotransformação, sendo que alguns flavonoides são utilizados como substâncias de referência 

como a α–naftoflavona, devido a sua potente ação inibidora. A procura por agente 

moduladores das enzimas de biotransformação está estritamente ligada a sua função de 

metabolizar xenobióticos e promover a desintoxicação do organismo, função essa que é 

comprometida quando o xenobiótico sofre uma biotransformação que o deixa altamente 

reativo. A inibição das enzimas de Fase-I seria uma alternativa para impedir a formação 

desses metabolitos mais reativos. As enzimas de fase II são responsáveis pela rápida excreção 

dos metabolitos reativos de fase-I. No entanto, vários trabalhos tem mostrado a participação 

das enzimas de Fase-II, como GST, promovendo a resistências a medicamentos por alguns 

tipos de câncer (FIDELIS et al. 2012). Desta forma, a atividade inibitória apresentada pelos 

biflavonoides de espécies de Ouratea frente às enzimas de biotransformação pode ser 

associada a um efeito quimioprotetor e anticâncer. 
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3.5.2. Avaliação do efeito modulatório de flavonoides sobre a atividade de enzimas 

catepsinas K, V e L 

 Os ensaios com as enzimas catepsinas K, L e V utilizando fitoquímicos obtidos de 

espécies de Ouratea foram realizados em parceria com o grupo de pesquisa em Produtos 

Naturais coordenado pelo Prof. Paulo Cezar Vieira, Departamento de Química da 

Universidade Federal de São Carlos. Os fitoquímicos foram avaliados nas concentrações de 

125 e 50 mM. Os valores de inibição foram considerados potentes mesmo na concentração de 

50 mM.  A enzima catepsina V foi a mais sensível aos biflavonoides apresentando elevada 

inibição mesmo com diminuição da concentração, como mostrado na Tabela 32. 

Comportamento oposto foi observado nos ensaios com a catepsina K, que exibiram moderada 

redução na inibição com a diminuição da concentração. 

Tabela 32. Atividade inibitória (%) de Catepsinas K, L e V na presença de fitoquímicos 

Amostras Cat. K 
125 mM 

Cat. K 
50 mM 

Cat. V 
125 mM 

Cat. V 
50 mM 

Cat. L 
125 mM 

Cat. L 
50 mM 

Amentoflavona 60,23 84,29 98,12 97,25 89,10 79,99 

OHFM-PD-49-53 94,94 73,65 99,06 97,97 93,26 85,45 

OSFM-PD-21-24 89,78 68,33 98,83 96,95 89,63 80,56 

OFFM-PD-52-58 86,39 54,04 97,87 95,62 86,49 72,18 

 

 Algumas catepsinas, como K, L, B e S, foram associadas a doenças ósseas, por serem 

as responsáveis pela degradação de moléculas de colágeno e gelatina. A catepsina K também 

é reconhecida como uma enzima-chave na degradação de componentes orgânicos da matriz 

óssea, estando envolvida em doenças como artrose, artrite e osteoporose (SILVA, 2011). 

  A potente atividade inibitória apresentada pelos biflavonoides de espécies de Ouratea 

frente às enzimas catepsinas evidencia a descoberta de promissores agentes contra doenças 

reumáticas e artríticas. A medicina popular relata o uso de O. elongata. O. flava, O. sulcata 

contra doenças reumática (GANGOUÉ-PIÉBOJI et al 2006;. MBING et al, 2003a)  e O. 

parviflora contra artrite (CARBONEZI et al., 2006), no entanto não foram encontrados 

estudos biológicos ou farmacológicos avaliando o potencial dessas plantas frente a essas 

doenças.   
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3.5.3. Avaliação do efeito antiproliferativo de flavonoides frente à linhagem tumorais 

Os ensaios de avaliação antiproliferativa foram realizados em colaboração com as 

professoras Dra. Renata Trentin Perdomo e Maria de Fátima Cepa Matos do Centro de 

Ciências Biológicas e da Saúde da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. 

As frações contendo biflavonoides foram avaliadas em ensaios antiproliferativos 

frente às seguintes linhagens tumorais e uma linhagem não tumoral. 

• MCF-7 – linhagem de câncer de mama humano 

• PC – linhagem de câncer de próstata humano 

• HT- linhagem de câncer de cólon humano 

• 786 – linhagem de câncer de rim humano 

• NIH/3T3 – célula não neoplásica - fibroblasto murino 

Tabela 33. Atividade antiproliferativa de fitoquímicos frente a linhagens tumorais. 
Amostras MCF7 PC HT 786 NIH/3T3 

GI50 (µg/ml) (µg/ml) (µg/ml) (µg/ml)  (µg/ml) 

OFFM-PD 52-58 3,29 3,81 31,25 25,39 23,89 

OHFM-PD 49-53 3,56 2,91 5,52 8,11 19,81 

OSFM-PD 21-24 26,01 8,36 42,02 21,83 29,53 

Amentoflavona 2,98 4,35 15,37 17,51 19,84 

CP 0,02 0,23 0,25 0,15 0,26 

CP, controle positivo (doxorrubicina) 

 

A atividade antiproliferativa de cada amostra-teste foi obtida a partir do teste de 

citotoxicidade. O potencial proliferativo de cada amostra é avaliado pelos valores de GI50 

(Concentração para inibir 50% do crescimento celular), como mostrado na Tabela 33, p. 199. 

A amentoflavona, um constituinte presente em todas as frações avaliadas, também foi 

testada e permitiu comparar o seu efeito citotóxico com os exibidos pelas frações. Algumas 

frações apresentaram um GI50 menor que o encontrado para a amentoflavona evidenciando a 

ocorrência de um possível efeito sinérgico exercido pelos biflavonoides presentes nas frações, 

outros estudos com os constituintes isolados serão necessários para confirmar a ação sinérgica. 

Nos ensaios com células de câncer de próstata humano (PC) as frações OFFM-PD 52-58 (GI50 = 

3,81 µg/ml) e OHFM-PD 49-53 (GI50 = 2,91 µg/ml) exibiram um efeito citotóxico frente as 

celulas neoplásicas mais potente que o apresentado pela amentoflavona (GI50 = 4,35 µg/ml). A 

fração OHFM-PD 49-53 também foi mais ativa contra a proliferação celular nos ensaios com 

linhagens de câncer de cólon humano (HT, GI50 = 5,52 µg/ml) e de rim humano (786, GI50 = 8,11 
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µg/ml) quando comparadas a atividade da amentoflavona (HT, GI50 = 15,37 mg/ml; 786, GI50 = 

17,51 mg/ml). 

O índice de seletividade (IS) foi utilizado para indicar a seletividade de um composto 

entre uma linhagem neoplásica e uma normal, indicando o potencial uso deste composto em 

testes clínicos (Tabela 34). Assim, neste estudo, o IS corresponde a divisão entre o valor da GI50 

de cada composto-teste na linhagem de células normais NIH/3T3 e o valor da GI50 de cada 

composto na linhagem de células neoplásicas. (IS = GI50 NIH3T3 / GI50 células neoplásicas). Foi 

considerado significativo um valor de IS maior ou igual a 2,0 (SUFFNESS & PEZZUTO, 1991, 

BÉZIVIN et al., 2004), ou seja, este valor significa que o composto é duas vezes mais ativo na 

linhagem de células neoplásicas do que em células normais (NIH/3T3). 

Tabela 34. Avaliação do índice de seletividade da atividade antiproliferativa de fitoquímicos 
frente a linhagens tumorais. 

 Índice de Seletividade (IS) 
Amostras MCF7 PC HT 786 

OFFM-PD 52-58 7,26 6,27 0,76 0,94 

OHFM-PD 49-53 5,56 6,81 3,59 2,44 

OSFM-PD 21-24 1,13 3,53 0,70 1,35 

Amentoflavona 6,66 4,56 1,29 1,13 

CP 13,00 1,13 1,04 1,73 

                       CP, controle positivo (doxorrubicina) 

 

Todos os fitoquímicos apresentaram elevada seletividade frente a alguma das linhagens 

testadas. As linhagens de câncer de mama humano (MCF-7) e de câncer de próstata humano (PC) 

foram as mais sensíveis a atividade antiproliferativa dos biflavonoides.  
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3.6. CONSIDERAÇÕES 

 Os resultados obtidos até o momento revelaram um elevado potencial biativo dos 

biflavonoides de espécies de Ouratea avaliados em mistura ou puros frente a diferentes alvos 

enzimáticos e linhagens cancerígenas. 

 Os ensaios de inibição das enzimas de biotransformação e anticâncer corroboram com 

a proposta de promissores agentes quimioprotetores e anticâncer. 

 Bons resultados foram obtidos com as frações biflavonoídicas frente todas as 

linhagens cancerígenas testadas, mas as linhagens de câncer de mama e de próstata foram as 

mais sensíveis frentes as frações testadas. 

 A potente inibição observada pelas frações biflavonoídicas nos ensaios com as 

enzimas catepsinas permitiu correlacionar a ação inibidora das catepsinas com as indicações 

populares de espécies de Ouratea no tratamento de doenças reumática e artrítica.  

 As atividades relatadas nesse trabalho revelam a necessidade de aprofundar os estudos 

com frações e biflavonoides isolados de Ouratea. Os resultados mais promissores poderão 

contribuir para a obtenção de novos agente terapêuticos. 
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4. EXTRAÇÃO COM CO2 SUPERCRÍTICO DO ÓLEO DE FOLHAS DE Ouratea 

hexasperma: análise de biflavonoides  
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4.1. INTRODUÇÃO 

Nas últimas décadas a extração com fluido supercrítico (EFS) tem sido muito estudada 

como uma técnica alternativa viável, podendo ser empregada em diferentes aplicações. 

Extração, síntese e destilação fracionada são apenas alguns exemplos da versatilidade da 

técnica. A demanda por produtos de alto valor agregado obtidos de matéria–prima vegetal tem 

aumentado o interesse por novos processos de extração, principalmente devido às exigências 

das indústrias alimentícia e farmacêutica quanto a produtos livres de resíduos de solvente e 

impurezas de processo. A tecnologia de extração supercrítica tem se mostrado eficiente na 

obtenção de vários produtos de origem natural como óleos essenciais, lipídios, carotenoides, 

ácidos cinâmicos, esteroides, terpenoides, alcaloides e flavonoides (REVERCHON & DE 

MARCO, 2006; MODEY et al., 1996). 

As técnicas convencionais para obter extratos de plantas, como a extração com 

solvente orgânico, geralmente requerem várias horas ou mesmo dias, fazendo com que o 

processo de extração gaste um grande volume de solvente. A extração com fluido supercrítico 

tem atraído atenção porque a técnica pode reduzir consideravelmente o tempo de processo e 

pode proporcionar a recuperação do analito a partir de amostras sólidas ou semi-sólidas, com 

seletividade igual ou melhor que a obtida nas técnicas de extração clássica (WANG et al., 

2008). 

A técnica de extração com fluido supercrítico utilizando CO2 como solvente é bastante 

utilizada na obtenção de óleo essencial e de outros constituintes apolares. Recentemente, tem 

ocorrido um aumento crescente do uso de EFS na obtenção de substância polares, 

principalmente com propriedades bioativas (CHIU et al., 2002; YILMAZ et al., 2011). A 

estratégia usada para contornar a baixa solubilidade de substâncias polares em CO2 

supercrítico é a adição de uma pequena quantidade de um co-solvente líquido (modificador), 

que promove o aumento da solvência do fluido e consequentemente o aumento da 

solubilidade dos constituintes de interesse. O etanol é o mais usado como co-solvente na 

extração com fluido supercrítico por causa de sua menor toxicidade (LISA et al., 2010). 

Um crescente número de trabalhos tem sido publicado relatando o êxito na obtenção 

de flavonoides por extração com fluido supercrítico (SHAN et al., 2011; BISCAIA et al., 

2009; KONG et al., 2009). O gênero Ouratea é relatado como um bioprodutor de 

biflavonoides, como as biflavonas amentoflavona e agatisflavona que são consideradas 

marcadores quimiotaxonômicos do gênero. Dessa forma, a espécie Ouratea hexasperma foi 

escolhida para estudo com extração com fluido supercrítico utilizando um planejamento de 
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experimentos e aplicação de metodologia de superfície de resposta para obtenção de óleo 

contendo biflavonoides como amentoflavona e agatisflavona. Em pesquisa bibliográfica 

realizada até o momento (Chemical abstract, Biological chemistry, resumos de eventos, etc.) 

não foram encontrados estudos da extração do óleo e de biflavonoides usando CO2 

supercrítico, de espécies do gênero Ouratea.  

 

4.2. OBJETIVOS 

4.2.1. Objetivo Geral 

• Estudar a viabilidade técnica do dióxido de carbono, como solvente em estado 

supercrítico, na extração do óleo contendo biflavonoides de folhas de Ouratea 

hexasperma 

4.2.2. Objetivos Específicos 

• Determinar as variáveis do processo e as condições experimentais a serem utilizadas 

no delineamento experimental, com base em dados da literatura e ensaios prévios; 

• Executar os experimentos contidos no delineamento experimental e 

• Realizar análise qualitativa e quantitativa dos biflavonoides presentes nos óleos por 

CLAE. 
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4.3. REVISÃO DA LITERATURA 

4.3.1. Extração com fluido supercrítico 

O uso de extração com fluido supercrítico (EFS) para a extração de polifenóis 

bioativos e otimização das condições experimentais estão focados na avaliação do efeito das 

variáveis que controlam todo o processo. Os principais objetivos consistem em oferecer 

rendimentos máximos, preservando a alta qualidade e propriedades biológicas, tornando o 

produto final adequado para o uso em alimentos, cosméticos ou indústrias farmacêuticas 

(SPIGNO et al., 2007; JUNIOR et al., 2010).  

Na extração supercrítica, o solvente extrator utilizado é um solvente que se encontra 

no estado de pressão e temperatura crítica ou acima, ou seja, um fluido supercrítico. O 

solvente mais utilizado é o dióxido de carbono (CO2), já que não necessita de elevada pressão 

e temperatura, 73 atm e 31°C (Figura 145), para chegar à fase supercrítica e seu uso é seguro 

por não ser inflamável, nem tóxico, ser volátil, favorecendo sua separação do produto em 

questão e ser altamente disponível, com baixo custo. O CO2 supercrítico também é 

considerado um solvente alternativo e sua utilização é reconhecida pelos conceitos de 

Química Verde e Ambiental (PRADO, 2003). 

 

 

Figura 148. Diagrama de fases mostrando a região do fluido supercrítico para uma substância 
pura.  

A principal característica da extração com fluido supercrítico baseia-se na seletividade 

da extração. O poder de solvência do fluido supercrítico pode ser manipulado por alteração da 

pressão e/ou temperatura para alcançar uma elevada seletividade. Se corretamente planejada, 

a extração com fluidos supercríticos permite o isolamento seletivo de classes de substâncias 
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da matriz vegetal, evitando a necessidade de etapas adicionais de purificação dos extratos 

(LANÇAS, 2002; LISA et al., 2010). 

A densidade e a constante dielétrica e, portanto, o poder de solvência, do dióxido de 

carbono supercrítico depende de sua pressão e temperatura. Dentre as várias propriedades de 

uma substância alterada por este procedimento, destaca-se a mudança na constante dielétrica 

responsável pela mudança na polaridade do dióxido de carbono nas condições supercríticas 

(LANÇAS, 2002; HAMBURGER et al., 2004). 

Um fluido supercrítico é caracterizado por apresentar algumas propriedades 

intermediárias entre um gás e um líquido, como densidade, viscosidade e difusividade, que 

favorecem a extração. A densidade do fluido é semelhante à de um líquido, 

consequentemente, apresenta alto poder de solvatação que promove a solubilização de 

constituintes da matriz. A interação entre as moléculas do fluido é maior que em um gás, 

devido à compressibilidade. Assim, o fluido apresenta uma viscosidade e difusividade 

semelhante à de um gás, capaz de promover uma eficiente permeação do fluido na matriz 

(ABBAS et al., 2008). 

Algumas vantagens atribuídas a EFS estão relacionadas ao uso do CO2 supercrítico 

como solvente. O CO2 é um solvente ideal para a extração de produtos naturais, porque é 

atóxico, não inflamável e facilmente removido do extrato obtido por ser um gás em condições 

normais. Na EFS, o CO2 alcança o estado supercrítico em condições de temperatura e pressão 

relativamente baixas, minimizando a degradação dos componentes termolábeis presentes na 

matriz vegetal, visto que temperaturas baixas podem ser aplicadas (LISA et al, 2010; 

CAVERO et al., 2006). 

A desvantagem do dióxido de carbono supercrítico é que ele não é adequado a 

extração de substâncias polares, mas isto pode ser facilmente resolvido através da utilização 

de pequenas quantidades de co-solventes orgânicos (CAVERO et al., 2006). Vale ressaltar 

que o uso de co-solvente compromete o seu uso como solvente verde. 

LANÇAS (2002) também aponta uma limitação do uso da EFS, particularmente no 

Brasil, a respeito do elevado custo dos equipamentos disponíveis comercialmente quando 

comparados a sistemas do tipo Soxhlet e extração líquido-líquido. Devido a isso, a EFS tem 

sido muito aplicada para a extração de compostos de alto valor agregado, em que pequenas 

quantidades se traduzem em elevado custo, compensando o alto investimento da técnica. 
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4.3.2. Variáveis que influenciam a extração de flavonoides por EFS 

As variáveis, pressão, temperatura, tempo de extração e tamanho de partícula, são de 

grande influência no processo de extração de substâncias fenólicas. O termo substâncias 

fenólicas engloba várias classes de metabólitos, isso implica dizer que as condições 

experimentais adequadas para um fenólico simples ou metoxilado podem ser menos 

apropriadas para substâncias fenólicas de estrutura complexa contendo várias hidroxilas. 

Desta forma, a escolha das variáveis deve ser analisada com cautela. 

A exemplo, observou-se a extração de flavonoides polimetoxilados somente com CO2 

supercrítico, como relatado em trabalho de SIQUEIRA et al. (2011), que realizou EFS de 

partes aéreas de Solanum paludosum CO2 supercrítico sem e com uso de co-solvente. Três 

flavonoides foram identificados por CLAE no óleo obtido, a 3,7,8,3’,4’-

pentametoxigossipetina (1), 7-metoxikaempferol (2) e 3,7,3’,4’-tetrametoxiquercetina (3) 

(Figura 146, p.211). O maior rendimento (26,85% em relação à massa da amostra) foi obtido 

com uso de etanol 5% (v/v) nas condições de 200 bar e 60 °C. O extrato (4,26%) obtido nas 

condições de 200 bar e 40 °C sem uso de co-solvente também apresentou os mesmo três 

flavonoides metoxilados. Os mesmos foram extraídos, em pequenas quantidades, sem a 

presença de co-solvente por serem constituintes aporales. 

A extração de flavonoides polares é favorecida com o uso de co-solvente, como pode 

ser observado na obtenção de flavonoides bioativos incluindo naringenina (7), luteolina (11), 

(+)-catequina (25), (−)-epicatequina (26), rutina (27), miricetina (28) e apigenina (29), 

mostrados na Figura 146, p. 214, a partir de folhas da hortelã (Mentha spicata L.) utilizando 

extração supercrítica com dióxido de carbono (CO2-SC) e extração soxhlet convencional 

(ESC). Os resultados mostraram que a extração soxhlet teve um maior rendimento de extrato 

bruto (257,67 mg/g; etanol 70%) em comparação com a extração CO2-SC (60,57 mg/g; 60 ºC, 

200 bar, 60 min, cossolvente etanol vazão de 3 g/min). No entanto, no extrato obtido por CO2-

SC, na condição ótima, foi identificado sete flavonoides bioativos em alta concentração 

enquanto que apenas cinco flavonoides bioativos foram identificados no extrato obtido por 

soxhlet (BIMAKR et al., 2011). 

Como mencionado anteriormente, os efeitos da pressão e temperatura sobre o fluido 

alteram a densidade e portanto, seu poder de solvência. Entretanto, a alta densidade de um 

fluido não é a única a contribuir para a extração de um constituinte polar. O aumento da 

temperatura eleva a pressão de vapor das substâncias e isto favorece a transferência de massa 

(WANG et al., 2008). 



 

 

212 

 

CAVERO e colaboradores (2006) avaliaram a eficiência da EFS na obtenção de dois 

tipos de óleos de folhas de orégano utilizando uma unidade de EFS contendo dois vasos 

separadores. Nas diferentes condições operacionais de pressão (350, 250, 150 bar), 

temperatura (40 e 60 °C) e co-solvente (4 e 7% de etanol) empregadas nas extrações foram 

observadas que o uso do co-solvente favoreceu a extração de ambos os óleos em diferente 

experimentos. O óleo retido no separador 1 apresentou os constituintes de maior densidade e o 

óleo obtido no separador 2 apresentou os constituintes de menor densidade. No experimento 

realizado a 150 bar, 60 °C e 7% de etanol foi obtido um óleo contendo predominantemente 

constituintes de maior densidade (separador 1 – 15,33% e separador 2 – 0,28%), já no 

experimento realizado a 150 bar, 40 °C e 7% de etanol o óleo extraído apresentou os 

constituintes de menor densidade (separador 1 – 2,67% e separador 2 – 7,02%). O aumento da 

temperatura favoreceu a extração de constituintes mais pesados por promover o aumento da 

pressão de vapor desses constituintes. A análise do óleo, contendo os constituintes de maior 

densidade, por CLAE e LC-EM identificou a presença de dihidroquercetina (4), eriodictiol 

(5), dihidrokaempferol (6), narigenina (7) e quercetina (8), flavonoides apresentados na 

Figura 146, p. 214.  

CHANG e colaboradores (2007) utilizaram a extração com fluido supercrítico e 

aplicaram o delineamento experimental para otimizar a extração de baicalina (9, flavona 

glicosilada, Figura 146, p. 214)  das raízes de Scutellaria baicalensis Georgi. Os parâmetros 

avaliados no processo foram tempo de extração dinâmica, temperatura, pressão e uso de co-

solvente. O maior rendimento (82,90 mg/g) foi obtido com o uso de 1,2-propanodiol, como 

co-solvente, nas condições de 60 °C, 200 bar e 60 min, com alta recuperação de baicalina 

(8,16%). Rendimentos menores foram encontrados para os experimentos a 40 °C com 300 bar 

e 50 °C com 400 bar utilizando o mesmo co-solvente. O aumento da temperatura favoreceu a 

extração, por promover o aumento da pressão de vapor da baicalina e, consequentemente, 

promovendo a transferência de massa. 

COSSUTA e colaboradores (2008) realizaram a extração de constituintes bioativos de 

frutos de chasteberry (Vitex angus castus), dentre eles, foi identificado o flavonoide casticina 

(10) e o mesmo foi quantificado por CLAE (Figura 146, p. 214). As condições operacionais 

avaliadas foram 100, 275 e 450 bar de pressão e 40, 50 e 60 °C de temperatura. A condição 

operacional que conduziu ao óleo com maior concentração de casticina foi a de 450 bar e 60 

°C com o rendimento de 271  mg/100 g de polpa seca, sendo superior aos rendimentos 

obtidos por sohxlet (225 mg/100 g para etanol e 247 mg/100 g para hexano). Todos os 

experimentos, com exceção dos experimentos a 100 bar e o de 275 bar e 40 °C, apresentaram 
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rendimentos semelhantes aos obtidos por extração com soxhlet. A extração de casticina foi 

favorecida pelo aumento da pressão e da temperatura. Apesar do aumento da temperatura 

ocasionar a diminuição da densidade do fluido ocorre também o aumento da pressão de vapor 

do soluto. 

Semelhante efeito da temperatura foi observado em trabalho realizado por HSU e 

colaboradores (2011) com a extração de óleo contendo luteolina (11) e zeaxantina (12) de 

flores de Hemerocallis disticha (Figura 146, p. 214). As condições experimentais usadas 

foram 300, 400, 500 e 600 bar de pressão e 50, 65, 80 e 95 °C de temperatura. O maior 

rendimento foi de 8,12%, em relação à massa seca de flor, obtido nas condições operacionais 

de 600 bar de pressão e 80 °C de temperatura e concentração de luteolina de 3,01 mg/g de 

óleo, já a maior concentração de zeaxantina foi de 2,50 mg/g de óleo obtida nas condições de 

600 bar e 95 °C com rendimento de 7,86%.  

Os estudos de EFS de substâncias polares geralmente utilizam co-solvente para 

alcançar melhores rendimentos com obtenção significativa dos constituintes de interesse. Eles 

são responsáveis pela mudança na polaridade do fluido e aumento do poder de solvatação. Há 

dois procedimentos para o estudo de co-solventes em EFS; no primeiro tem-se a necessidade 

de se usar duas bombas (uma para o bombeamento de CO2 e a outra para o co-solvente), 

enquanto que no segundo, o co-solvente é misturado com a matéria-prima na célula de 

extração (ABBAS et al., 2008). Ambos os procedimentos mostraram ser eficientes na 

extração. A utilização de soluções hidroalcoólicas como co-solvente pode favorecer a 

extração de constituintes polares, assim como o aumento da razão CO2/co-solvente. 

HAMBURGER e colaboradores (2004) investigaram a extração de constituintes de 

plantas medicinais, Calendula officinalis L., Crataegus ssp. e Matricaria recutita L. Os 

experimentos foram conduzidos na temperatura operacional de 50 °C. As variáveis avaliadas 

foram pressão (300, 400, 500, 600 e 689 bar) e uso de CO2 puro e junto com co-solvente (0,5; 

5, 10 e 20% de etanol, v/v).  As extrações realizadas com Calendula officinalis e Crataegus 

ssp forneceram oito flavonoides (Figuras 146, p. 214 e 147, p. 215), isorhamnetin-3-O-

(2’’,6’’-dirhamnosil)-glicosídeo (13), narcissina (14), isorhamnetin-3-O-(2’’-rhamnosil)-

glicosídeo (15), galato de epigallocatequina (16), galato de galocatequina (17), vitexin-2’’-O-

rhamnosídeo (18), hiperosídeo (19) e luteolina (11) e outros constituintes, miristoil-3-O-

faradiol (20), palmitoil-3-O-faradiol (21) e espirocetal matricaria (22), em todas as condição 

operacionais avaliadas, enquanto que as extrações com Matricaria recutita forneceram 

flavonoides apenas com o uso de co-solvente. A condição operacional que conduziu ao maior 

rendimento de flavonoides para as três plantas foi a do experimento a 689 bar e CO2 com 20% 
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etanol. As extrações realizadas sem co-solvente levaram a extração de óleo com pouca 

quantidade de flavonoides. 

Em estudo realizado por SHAN e colaboradores (2011) foram avaliados os efeitos da 

pressão (25-35 MPa), temperatura (30-50 °C) e tempo de extração (40-60 min) na aplicação 

de EFS de frutos de Momordica charantia L. usando CO2 supercrítico e co-solventes. 

Experimentos prévios avaliaram os efeitos de etanol puro e o uso de soluções hidroalcoólicas 

como co-solvente (H2O:EtOH – 45:55, H2O:EtOH – 30:70, H2O:EtOH – 15:85 v/v) sobre o 

rendimento de flavonoide. A solução H2O:EtOH – 15:85 apresentou o rendimento máximo de 

flavonoides em comparação as outras soluções e ao etanol puro. As condições que levaram a 

máxima extração de flavonoides (15,13 mg/g de óleo) foram 33,4 MPa, 46 °C, e 60 min. A 

quantificação de flavonoides foi realizada por método de nitrato de alumínio fornecendo a 

concentração de flavonoide total presente nos óleos. A extração de flavonoides foi mais 

eficiente com o uso de EFS quando comparada a técnica tradicional sohxlet (12,60 mg/g de 

óleo). 

CHIU e colaboradores (2002) realizaram uma série de experimentos para avaliar a 

eficiência na extração de terpenos lactonas e flavonoides de folhas de Ginkgo biloba. As 

condições operacionais avaliadas foram: pressão de 24,2 e 31,2 MPa, temperatura de 333, 

343, 353 e 393 K, 5 e 10 mL/min de vazão de CO2, dióxido de carbono (CO2), óxido nitroso 

(N2O) e 1,1,1,2-tetrafluoroetano (R134a) como solvente supercrítico, tamanho de partícula 

maior e menor que 105 µm e quantidade de co-solvente (5, 10, 12 e 24% de etanol). Todos os 

experimentos conduziram a extração de terpeno lactonas, no entanto, flavonoides foram 

obtidos apenas em três experimentos. O primeiro experimento (5 mL/min de CO2/10% de 

etanol, 31,2 MPa, 333 K, partícula < 105 µm) apresentou um rendimento de 18,5% em 

relação a extração com sohxlet e forneceu 837 µg de terpeno lactona /g de folha e 183 µg de 

flavonoides /g de folha. O segundo (5 mL/min de CO2/12% de etanol, 31,2 MPa, 333 K, 

partícula < 105 µm) apresentou um rendimento de 24,2% e 735 µg de terpeno lactona /g de 

folha e 651 µg de flavonoide/g de folha. O terceiro experimento (5 mL/min de CO2/24% de 

etanol, 31,2 MPa, 333 K, partícula < 105 µm) apresentou um rendimento de 40,7% e 985 µg 

de terpeno lactona /g de folha e 1342 µg de flavonoide/g de folha. As variáveis que 

favoreceram a extração de terpenos lactonas totais e flavonoides totais (os quais foram 

determinados por método quantitativo) foram o aumento do co-solvente, da pressão (31,2 

MPa) e a diminuição da temperatura (333 K) e do tamanho de partícula (< 105 µm). 

O tamanho da partícula ideal depende dos constituintes que se pretende extrair e do 

tipo de matriz vegetal utilizada. Em geral, uma diminuição no tamanho da partícula pode criar 
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uma maior área de superfície, que facilita a permeação do fluido na matriz sólida (aumento da 

difusividade) com beneficiamento da EFS. No entanto, se o tamanho da partícula for muito 

pequeno, pode levar a extrações não homogêneas, devido ao efeito de canalização de fluido, 

gerando caminhos preferenciais, no leito fixo, resultando em analitos readsorvidos na 

superfície da matriz, o que dificulta a extração (LIU et al., 2011). Quando os constituintes de 

interesses são voláteis em temperaturas moderadas, maiores tamanhos de partículas 

favorecem a seletividade na extração (GUAN et al., 2007). 

LEE e colaboradores (2010) avaliaram a extração de polimetoxiflavonas (Figuras 147, 

p. 215), nobiletina (23) e tangeretina (24), de sementes de Citrus depress com soluções 

hidroalcoólicas como co-solvente (EtOH, H2O:EtOH – 05:95, H2O:EtOH – 15:85, H2O:EtOH 

– 10:90, H2O:EtOH – 20:80), três condições de pressão (20, 30 e 40 MPa), temperatura (40, 

60 e 80 °C) e razão CO2/co-solvente (4,8; 9,1 e 13%) e vazão de CO2 (1,5; 3,0 e 4,5 mL/min) 

para encontrar melhor condição para extrair esses flavonoides. O maior rendimento de 

nobiletina e tangeretina foi encontrado nas condições de 30 MPa, 80 °C; 3,0 mL/min de vazão 

de CO2 e H2O:EtOH (15:85) como co-solvente com razão de 9,1%. Dentre as variáveis 

estudadas, os efeitos exercidos pela temperatura, tamanho de partícula e vazão de CO2 sobre o 

rendimento desses dois flavonoides polimetoxilados foram os mais significativos. O aumento 

do rendimento promovido pelo aumento da temperatura provoca a diminuição da densidade 

do fluido, no entanto, favorece o aumento da pressão de vapor dos flavonoides investigados. 

O aumento da vazão de CO2 de 1,5 mL/min para 4,5 mL/min levou a um aumento do 

rendimento de nobiletina e tangeretina, enquanto que a diminuição do tamanho da partícula de 

0,750 para 0,375 mm provocou o aumento do rendimento de flavonoides. A partícula com 

tamanho de 0,188 mm provocou a diminuição do rendimento por ocasionar reabsorção do 

soluto na superfície da matriz. 

LIU e colaboradores (2011) investigaram a extração de flavonoide de flores de Maydis 

stigma usando CO2 supercrítico e co-solvente. Nos experimentos realizados foram avaliados 

pressão (25, 35 e 45 MPa), temperatura (40, 50 e 60 °C), co-solvente (1, 2 e 3 mL/g). O 

tamanho de partícula (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 e 1,5 mm) e tempo de extração foram avaliados 

em ensaios prévios que mostraram um rendimento constante após 120 min para todos os 

tamanhos de partícula. O maior rendimento (3,97 mg de flavonoides totais/g de óleo) foi 

obtido com a partícula de 0,4 mm, 35 MPa, 50 °C, vazão de CO2 de 20 L/h e etanol como co-

solvente na proporção de 8:2 v/v com a água na quantidade de 2 mL/g. O rendimento de 

flavonoides aumentou com a diminuição do tamanho da partícula, no entanto tamanhos 

menores que 0,4 mm levaram a diminuição do rendimento por ocasionar reabsorção do soluto 
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na superfície da matriz. A avaliação da composição do co-solvente mostrou que o etanol na 

proporção de 8:2 v/v com a água levou ao maior rendimento de flavonoide em relação às 

outras soluções testadas H2O:EtOH 10:90, H2O:EtOH 30:70, H2O:EtOH 40:60 e EtOH puro.  

Outro fator determinante para maximizar a extração é o contato do solvente 

supercrítico com o material da amostra. Diversas variáveis podem influenciar o contato do 

solvente com material de amostra como vazão de CO2, tempo e modo de extração (estático ou 

dinâmico). Determinar as melhores condições para as variáveis de contato solvente/soluto, 

além de aumentar a eficiência da extração, pode e deve contribuir para a redução do custo 

total do processo, o qual aumenta com o aumento do tempo de extração (MARÓSTICA JR et 

al., 2010). 

LISA e col. (2010) realizaram estudo de extração com CO2 supercrítico e etanol (co-

solvente) de flavonoides de folhas de Strobilanthes crispus. As condições estudadas foram 

pressão (100, 150 e 200 Bar), temperatura (40, 50 e 60 °C) e tempo (40, 60 e 80 min). Os 

experimentos foram realizados com razão de fluxo de CO2/etanol (10:1) e vazão de 11 g/min. 

As condições que forneceram o rendimento ótimo (5,15% em relação a massa da amostra) foi 

de 200 bar, 50 °C e 60 min. A  extração com tempo de 80 min não apresentou aumento no 

rendimento, revelando que em 60 min ocorre a máxima extração nas condições de pressão e 

temperatura ótima. Com tudo o aumento do tempo de extração de 40 min para 60 min 

promoveu o aumento no rendimento. O óleo obtido nas condições ótimas apresentou a maior 

concentração de flavonoides dentre os óleos obtidos em análise qualitativa e quantitativa por 

CLAE. Os flavonoides (+)-catequina (25; 4,83 mg/g), (-)-epicatequina (26; 4,55 mg/g), rutina 

(27; 8,47 mg/g), miricetina (28; 4,10 mg/g), luteolina (11, 12,52 mg/g), apigenina (29; 3,75 

mg/g), narigenina (7; 3,63 mg/g) e kaempferol (30; 19,45 mg/g) foram quantificados por mg 

de flavonoide/g de óleo (Figura 147, p. 215).  

SHAN e colaboradores (2011) observaram que o tempo de extração apresentou um 

efeito positivo no rendimento de extração de flavonoides de frutos de Momordica charantia 

L. A extração aumentou com o aumento do tempo de 40 para 60 minutos. O efeito da vazão 

de CO2 também foi avaliado em experimentos com cinco diferentes vazões de CO2 (10, 15, 

20, 25 e 30 L/h) nas condições de 30 MPa de pressão, 40 °C de temperatura, 60 min de 

extração e com solução H2O:EtOH – 15:85 (v/v) como co-solvente. Foi observado um 

aumento do rendimento de flavonoides com o aumento da vazão de CO2 de 10 para 25 L/h. O 

aumento da vazão de CO2 diminuiu a resistência a transferência de massa. O rendimento 

máximo obtido na extração de flavonoides totais foi de 15,13 mg/g de óleo. 
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A análise da influência da vazão de CO2 sobre a extração de flavonoides é relatada no 

trabalho de KONG e colaboradores (2009). A EFS de folhas de Cajanus cajan (L.) Millsp 

utilizando CO2 supercrítico e etanol como co-solvente forneceu um óleo contendo o ácido 

cajaninstilbeno (31, estilbeno) e a pinostrobina (32, flavonoide), apresentados na Figura 147, 

p. 215. Os experimentos foram realizados nas condições operacionais de 22, 25, 30 e 40 MPa 

de pressão; 38, 45, 60, 65 e 72 °C de temperatura e 1,1; 1,5; 2,0; 2,5  e 2,8 h de tempo. 

Também foi avaliado a eficiência na extração usando como co-solvente as soluções 

hidroetanólica 70, 80 e 90% e vazão de CO2 de 8, 10, 12 e 14 kg/h. A solução hidroetanólica 

80% foi a mais eficiente na extração de cajaninstilbeno e pinostrobina. O aumento da vazão 

de CO2 de 8 kg/h para 12 kg/h favoreceu a extração dos constituintes de interesse e vazão de 

14 kg/h apresentou o efeito semelhante ao da vazão de 12 kg/h. As condições ótimas para 

extração de cajaninstilbeno (12,17 mg/g de óleo) e pinostrobina (3,22 mg/g de óleo) foram 30 

MPa, 60 °C e 2 h em comparação com sohxlet (solução hidroetanólica 80%) 8,26 mg/g de 

cajaninstilbeno e 1,99 mg/g de pinostrobina.  

A vazão de CO2 é um parâmetro relevante se o processo for controlado por resistência 

a transferência de massa externa ou equilíbrio, já que, a quantidade de solvente supercrítico 

que alimenta o vaso extrator determina a taxa de extração. A transferência de massa externa 

aumenta com o aumento da solubilidade dos analitos da matriz.  A solubilidade, por sua vez, é 

um dado de equilíbrio que representa a máxima concentração de soluto na fase solvente e é 

obtida experimentalmente, uma vez que, depende da densidade do solvente e da pressão de 

vapor do soluto. Assim, para a obtenção da solubilidade em processos de extração em leito 

fixo a vazão de solvente deve ser tal que permita a saturação do solvente com o soluto de 

interesse (REVERCHON & DE MARCO, 2006). 

A análise dos diversos parâmetros envolvidos na EFS pode ser realizada utilizando a 

metodologia de superfície de resposta (MSR). Esta metodologia consistem em um conjunto de 

técnicas estatísticas e matemáticas úteis para a melhoria e otimização de processos, e é usado 

para examinar a relação entre uma ou mais variáveis de resposta e um conjunto de variáveis 

experimentais quantitativas ou fatores (SHAN et al., 2011). Os estudos recentes com extração 

com fluido supercrítico que visam a otimização do processo recorrem ao uso de MSR. 
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Figura 149. Estruturas das substâncias 1 à 15 extraídas com EFS. 
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Figura 150. Estruturas das substâncias 16 à 32 extraídas com EFS. 

 

4.3.3. Relevância do Trabalho 

Devido à necessidade de aliar o estudo da Química de Produtos Naturais com os 

conceitos aplicados a Química Verde e Ambiental, buscou-se nesse trabalho avaliar a 

viabilidade de obter extratos contendo biflavonoides de espécies de Ouratea utilizando a 

técnica de extração com fluido supercrítico. Na literatura, extração com fluido supercrítico 

tem sido relatada como uma técnica alternativa para obtenção de substâncias bioativas, 

considerando a seletividade dos extratos ou óleos obtidos e o fato do CO2 ser um solvente 

atóxico e de fácil remoção. 
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4.4. PARTE EXPERIMENTAL 

4.4.1. Material Vegetal 

Foram utilizadas folhas secas e trituradas de Ouratea hexasperma. As folhas moídas 

apresentavam tamanho de partícula não homogêneo. Desta forma, as mesmas foram 

peneiradas em peneira de 25 mesh, que retém partícula com tamanho maior que 0,707 mm. 

Neste processo foram escolhidas as partículas menores, uma vez que os constituintes de 

interesse não são voláteis.  

4.4.2. Equipamentos e reagentes 

A extração usando CO2 supercrítico de frações contendo biflavonoides foi realizada na 

unidade experimental (Figura 148, p. 214) do Laboratório de Termodinâmica Aplicada e 

Biocombustíveis, Instituto de Tecnologia – UFRRJ, com a colaboração da Profa. Marisa 

Fernandes Mendes. 

Foi utilizado CO2 como solvente extrator (White Martins, 99,9% de mínima pureza, 

Rio de Janeiro, Brasil) e Etanol absoluto como co-solvente (Vetec Química Ltda, Rio de 

Janeiro, Brasil). 

O aparato experimental apresentado na Figura 148, p. 217 é constituído por cilindro de 

CO2 ligado a bomba de alta pressão (Palm modelo G100), específica para bombeamento de 

CO2, usada para alimentar o extrator com o solvente. O extrator usado é de aço inoxidável 

316S, apresenta 42 mL de volume interno. Nele, foram utilizadas telas de 260 mesh no topo e 

no fundo para evitar a passagem de qualquer material, evitando o entupimento da linha. Um 

banho termostático modelo Haake K15 foi acoplado ao extrator para mantê-lo na temperatura 

desejada durante todo o experimento. Um manômetro foi instalado na linha para o controle da 

pressão. A amostragem ocorreu a uma vazão máxima de 6.04 mL/min, controlada por um 

rotâmetro previamente calibrado. 
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Figura 150. Unidade experimental de extração com fluido supercrítico presente no 
Laboratório de Termodinâmica Aplicada e Biocombustíveis (DEQ/UFRRJ). 
 

As análises por CLAE foram realizadas em aparelho Shimadzu LC-20AT, detector 

fotodiodo, usando coluna C18 Betasil-Thermo (25cm x 4,6mm x 5µm) e método de análise 

para flavonoide: fase móvel B, MeOH (90%), e A, H2O:AcOH-1% (10%), vazão de fase 

móvel de 1 mL/min,volume de injeção de 20,0 µL, detecção no UV em 320 mm.  

 

4.4.3. Extração - Ensaios preliminares 

Dois experimentos foram realizados a 300 bar e 60 °C avaliando tamanho de partícula (< 

0,707 e > 0,707 mm) e volume de etanol (7 e 10 mL). Foi observado que as partículas maiores 

não absorviam um volume maior que 7 mL de etanol e que o volume do extrator comportava 

aproximadamente 7,5 g de folhas secas com as partículas maiores. Para as partículas menores 

era possível colocar 9,0 g de folhas secas. As 9,0 g de folhas com tamanho de partícula menor 

foram capazes de absorver até 10 mL de etanol. O volume de etanol foi estabelecido 

avaliando a capacidade da amostra em absorver o solvente. A análise dos extratos foram 

realizada por cromatografia em camada delgada analítica utilizando como eluente 

CH2Cl2:metanol 9:1 e vanilina sulfúrica como revelador. Os extratos foram comparados com 

fração contendo biflavonoides de Ouratea e apenas o extrato obtido com as partículas 

menores apresentou manchas de coloração e Rf semelhantes a de biflavonoides. Assim, foram 

escolhidos para os experimentos do delineamento, a partícula menor, massa de 9,0 g, um 

volume de etanol de 9,0 mL e esferas de vidros (~ 10 unidades, usadas para evitar caminhos 
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preferenciais no leito, por parte de CO2). O volume de etanol foi reduzido para adicionar as 

esferas de vidro. 

A partir desses experimentos e consulta de dados da literatura (SHAN et al., 2011; 

LISA et al., 2010; KONG et al., 2009; LIU et al., 2011) foi elaborado um delineamento 

composto central rotacional 23 (DCCR), contendo 17 experimentos contidos num bloco e três 

variáveis independentes,  pressão, temperatura e tempo (Tabela 35). Os resultados de 

extração avaliados nesse processo foram o rendimento (R1) e teor de biflavonoides totais 

(R2). 

Tabela 35. Valores dos níveis codificados e reais das variáveis independentes 

Variáveis  -1,68 -1 0 1 1,68 
Pressão (bar) 100 180 300 419 500 
Temperatura (°C) 40 48,0 60 72,0 80 
Tempo (min) 60 109 180 251 300 

 

4.4.4. Experimentos do delineamento 

Em cada experimento o extrator foi alimentado com a mistura de 9,0 g de folhas secas, 

esferas de vidro e 9,0 mL de etanol (co-solvente). Em seguida, o extrator foi conectado a 

unidade e o banho termostático foi ligado, para que o mesmo atingisse a temperatura de 

operação desejada. Após atingir a temperatura de operação desejada, o CO2 foi introduzido no 

extrator pela ação da bomba de alta pressão até obter a pressão operacional desejada. Após os 

primeiros 10 mim, o sistema operacional foi considerado em equilíbrio. As extrações foram 

realizadas por modo isocrático, nas condições operacionais de pressão, temperatura e tempo 

geradas pelo delineamento para cada experimento como apresentados na Tabela 36, p. 220. 

No término de cada experimento, houve a despressurização do sistema através de uma 

válvula e o óleo foi recolhido em tubo polipropileno refrigerado em banho de gelo. O etanol 

presente nas frações foi removido por secagem em secador elétrico com fluxo de ar frio. As 

amostras foram acompanhadas por pesagem durante a secagem e consideradas secas após 

verificar massa constante. As mesmas foram mantidas em geladeira até o momento da análise por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria 

de massa (CG-EM). 

 

4.4.5. Extração usando Soxhlet 

As extrações foram realizadas em extrator de soxhlet com capacidade para 500 mL. Para 

cada extração foram usadas 9,0 g de folhas secas, 200 mL de etanol absoluto e, aproximadamente, 
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6,0 g de esferas de vidro. O tempo de extração foi de 4 h. O extrato obtido foi seco em evaporador 

rotatório e analisado por CLAE. 

 

4.4.6. Análise dos extratos por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

Os extratos foram analisados por método desenvolvido para análise de flavonoides e 

quantificados frente a curva analítica de amentoflavona e também por equivalência à 

amentoflavona (EA) para os demais biflavonoides. Foram preparadas soluções metanólicas de 

extratos na concentração de 2,0 mg/mL. Foram injetados 20 µL de solução, em corridas de 25 min 

e detecção no UV à 320 nm. Todas as análises foram feitas em duplicata. 

A amentoflavona, um biflavonoide isolado de folhas de O. hexasperma e identificado nos 

extratos obtidos por ESC foi usado como padrão na quantificação. 

 Para a confecção da curva analítica, foi preparada uma solução estoque na concentração 

de 1,0 mg/mL de amentoflavona em metanol grau espectroscópico. Cinco novas soluções, nas 

concentrações de 10, 25, 50, 100 e 150 µg/mL, foram obtidas a partir da solução estoque do 

padrão por diluição em metanol. Foram injetados 20 µL de solução, em corridas de 25 min e 

detecção no UV à 320 nm. Todas as análises foram feitas em duplicata. 

A concentração dos biflavonoides presentes nas frações foi determinada utilizando 

uma curva analítica estabelecida com soluções de concentração conhecida para 

amentoflavona padrão. Os resultados foram expressos, pela média de duas determinações, em 

mg de equivalentes de amentoflavona por 100 mg de extrato (mg EA/100 mg). 

 

4.5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

4.5.1. Análise do Rendimento (R1) por Metodologia de Superfície de Resposta (MSR) 

Para este delineamento foram avaliadas três variáveis independentes, pressão, temperatura 

e tempo, e uma variável resposta, R1= rendimento (%). O rendimento experimental foi calculado 

de acordo com a equação 1. O teor de biflavonoides totais foi determinado pela soma da 

concentração de todos os biflavonoides presentes no extrato. Os biflavonoides foram 

quantificados por CLAE usando o padrão da amentoflavona (seção 4.4.4 ). Avaliando as respostas 

obtidas, o maior rendimento foi observado no experimento 11, enquanto que o experimento 4 

apresentou maior extração de biflavonoides totais, como apresentado na Tabela 36. 

 

100
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Tabela 36. Delineamento composto central rotacional 23, contendo as respostas R1(extrato %) e 
R2 (biflavonoides totais) obtidas em função de pressão (bar), temperatura (°C) e tempo (min) 
representadas pelas variáveis codificadas e reais. 

Experimento Pressão 
(Bar) 

Temperatura 
(°C) 

Tempo (min) R* 
(mg) 

R1 
(%) 

R2 
(mg EA/100 mg)** 

1 180 (-1) 48,0 (-1) 109 (-1) 58,8 0,65 0,73 
2 419 (+1) 48,0 (-1) 109 (-1) 270,9 3,01 2,63 
3 180 (-1) 72,0 (+1) 109 (-1) 34,0 0,38 0,85 
4 419 (+1) 72,0 (+1) 109 (-1) 175,5 1,95 4,00 
5 180 (-1) 48,0 (-1) 251 (+1) 57,4 0,64 0,67 
6 419 (+1) 48,0 (-1) 251 (+1) 278,6 3,09 2,05 
7 180 (-1) 72,0 (+1) 251 (+1) 49,9 0,55 0,71 
8 419 (+1) 72,0 (+1) 251 (+1) 297,7 3,31 2,88 
9 100 (-1,68) 60 (0) 180 (0) 22,5 0,25 0,00 

10 500 (+1,68) 60 (0) 180 (0) 259,0 2,88 3,71 
11 300 (0) 40 (-1,68) 180 (0) 317,6 3,53 1,90 
12 300 (0) 80 (+1,68) 180 (0) 103,3 1,15 1,39 
13 300 (0) 60 (0) 60 (-1,68) 85,7 0,95 1,33 
14 300 (0) 60 (0) 300 (+ 1,68) 259,4 2,88 3,86 
15 300 (0) 60 (0) 180 (0) 220,7 2,45 1,00 
16 300 (0) 60 (0) 180 (0) 262,6 2,92 1,51 
17 300 (0) 60 (0) 180 (0) 256,1 2,85 1,11 

*R= massa do extrato obtido; ** mg de EAmentoflavona/ 100 mg de extrato 

Para determinar a influência das variáveis independentes (pressão, temperatura e tempo) 

sobre o rendimento (R1), bem como a interação entre elas no processo, foi avaliado o modelo 

quadrático obtido a partir do cálculo do coeficiente de regressão. Foram considerados 

significativos os termos com p-valores menores que 5% (p < 0,05). Para o rendimento foram 

significativos os termos lineares da pressão e temperatura, e o termo quadrático da pressão. 

Os termos não significativos foram incorporados ao resíduo para o cálculo da ANOVA, 

representada na Tabela 37, p. 225. 

O modelo quadrático completo é apresentado na equação 2: 

R1= 2,75 +0,99x1 – 0,46x1
2 – 0,38x2 – 0,18x2

2 +0,35x3 – 0,33x3
2 – 0,06x1x2 + 0,16x1x3 + 

0,18x2x3                                                                                                                         (2) 

Assim, tem-se a equação do modelo reparametrizado a partir das variáveis codificadas 

que contém apenas os termos estatisticamente significativos; conforme a equação 3: 

R1= 2,75 +0,99x1 – 0,46x1
2 – 0,38x2                                                                              (3) 
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Tabela 37. ANOVA para a resposta R1(%) 

Fonte de 
variação 

Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Quadrado 
médio 

Fcal p-valor 

Regressão 17,82353 3 5,94118 12,48 <0,001 
Resíduos  6,18591 13 0,47584   
Total 24,00944 16    

R2= 89,84%; Ftab= 3,26 

 

A análise da variância (ANOVA) indicou uma percentagem de variação explicada de 

89,84% e Fcal maior que o tabelado. O valor de R2 sugere que esse modelo é adequado para 

avaliar o rendimento do processo em função das variáveis independentes, pressão, 

temperatura e tempo. O rendimento do processo (R1) foi afetado apenas pelas variáveis 

independentes pressão e temperatura. 

As superfícies de resposta e as curvas de contorno foram utilizadas para representar o 

modelo. Esse recurso facilita o entendimento das interações entre duas variáveis e prediz a 

região ótima que conduzirá ao melhores resultados, mesmo fora da faixa dos níveis reais 

escolhidos para o experimento. Na Figura 151, é apresentada a superfície de resposta (a) e 

curva de contorno (b) que mostram os efeitos de pressão (bar) e temperatura (°C) para R1, 

enquanto que o tempo foi fixado em seus níveis centrais. Foi observado que o maior 

rendimento é encontrado na região de alta pressão e baixa temperatura. O aumento da pressão 

(bar) propiciou o aumento da densidade do fluido e de seu poder de solvência, 

consequentemente a um maior rendimento. 

  

(a)                                                                     (b) 
Figura 151. a) Superfície de resposta e b) curva de contorno para o rendimento (R1) em 
função da pressão (bar) e temperatura (°C) 



 

 

226 

 

Na Figura 152, são mostrados os efeitos de pressão (bar) e tempo (min). A região de 

rendimento ótimo foi observada para os níveis mais elevados de pressão e tempo. 

   

(a)                                                                     (b) 
Figura 152. a) Superfície de resposta e b) curva de contorno para o rendimento (R1) em 
função da pressão (bar) e tempo (min) 

 

Na Figura 153, p. 226, os efeitos de temperatura e tempo são apresentados. O efeito 

da temperatura foi semelhante ao observado na Figura 151, p. 225, onde a diminuição da 

temperatura (°C) leva a um aumento do rendimento. Extrações com tempo de 180 à 251 

minutos, em temperaturas baixas,  conduziram a altos rendimentos. Assim, tempos de 

extração curtos não favorece o rendimento máximo e extrações com tempo muito longo irá 

mostrar uma curva de extração constante. 

  

(a)                                                                     (b) 
Figura 153. a) Superfície de resposta e b) curva de contorno para o rendimento (R1) em 
função da temperatura (°C) e tempo (min) 
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Lisa e colaboradores observaram a diminuição da densidade do CO2, em experimentos 

com pressão constante, pelo aumento da temperatura causando redução no poder de solvência 

do fluido (LISA et al., 2010). O aumento da temperatura pode aumentar a pressão de vapor do 

soluto (WANG et al., 2008). Porém nesse caso, o efeito sobre a densidade do fluido, e a 

consequente diminuição da solubilidade do mesmo, teve um peso maior sobre o rendimento. 

Logo, dentro do intervalo de estudo pré-estabelecido o maior rendimento foi 

encontrado para os maiores níveis de pressão (419 à 500 bar), menores níveis de temperatura 

(40 °C) e níveis de tempo acima de 60 min. 

 Para comparar a eficiência da EFS foi realizada uma extração por uma metodologia 

tradicional. A extração com soxhlet foi escolhida com base em dados da literatura, que 

mostraram a técnica como uma das mais utilizadas em trabalhos que avaliam a eficiência da 

EFS frente a uma metodologia tradicional. A extração com soxhlet usando etanol foi realizada 

em triplicata, tendo sido obtido o rendimento de 15,77%. Um rendimento maior já era 

esperado para a extração com soxhlet considerando que a técnica não é seletiva e é 

considerada exaustiva. 

4.5.2. Análise qualitativa de biflavonoides 

As extrações com EFS forneceram um óleo fixo de coloração verde escuro, que se 

tornaram pastosos após eliminação do solvente, com exceção do óleo obtido no experimento 9 

que apresentou coloração levemente esverdeada e óleo graxo.  Para analisar a composição 

química dos óleos obtidos por EFS utilizou-se a técnica de cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) e cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro de massa (CG-EM). 

Todos os óleos com exceção do óleo 9, foram solúveis em etanol e metanol. Os óleos solúveis 

em solventes polares foram analisados por CLAE e o óleo 9 foi analisado por CG-EM. 

A análise qualitativa foi realizada utilizando os padrões de biflavonoides apresentados 

no capítulo I, em comparação com os extratos de soxhlet e EFS. Os biflavonoides 

identificados nos extratos foram agastisflavona com tR= 4,36 min e amentoflavona com tR= 

5,77 min (Figura 154, p. 228). Um terceiro biflavonoide foi observado no cromatograma com 

tR= 9,10 min, o qual não apresentou tR compatível com nenhum dos padrões utilizados, mas 

pela absorção na região do UV característica de esqueleto de biflavonoide, λmax ~260 e 330 

nm, confirmou-se a classe deste constituinte (Figura 159, p. 231). Também foi observado em 

tR= ~6,37 min um constituinte com absorção na região do UV típico de derivado de ácido p-

hidroxibenzóico, o qual não foi identificado (Figura 159, p. 231). Os outros constituintes 

observados no cromatograma na região de 2 à 3,5 min aparentam ser pigmentos como 
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clorofila. Análise do espectro de massa obtido por espectrometria de massa com ionização por 

eletrospray (EM-IES) do extrato 10 (Figuras 155, p. 229) mostrou valores de íons 

moleculares de massa elevada (m/z = 745,5; 793,5 e 819,5) o que confirma a presença de 

pigmentos. O perfil da composição química do extrato obtido por extração com soxhlet (Figura 

156, p. 229) mostrou-se semelhante aos apresentados pelos extratos obtidos por EFS nas 

condições de alta pressão, como  os experimentos de EFS 2 (419 bar e 48 °C) e 4 (419 bar e 72 

°C), em análises por CLAE (Figura 157, p. 230 e 158, p. 231). Observou-se que nos 

experimentos de EFS 1 (180 bar e 48 °C) e 3 (180 bar e 72 °C) houve o aumento da extração do 

derivado de ácido benzóico com a diminuiçao da pressão, independente da variação da 

temperatura. Nos cromatogramas dos experimentos 4, 8, 14 e 15 foram observados as menores 

concentrações de pigmentos em relação aos demais experimentos, com exceçao do experimento 9. 

 
Figura 154. Cromatogramas dos padrões autênticos de agatisflavona e amentoflavona por 
CLAE e seus espectros de absorção no UV.  
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Figura 155. Espectro de massa (EM-IES) do extrato SC 10, modo negativo.  

 

Figura 156. Cromatograma de CLAE do extrato obtido por soxhlet, Coluna; C-18 (250 mm x 
4,6 mm x 5mm), fase móvel [90% (metanol) e 10% água acidificada com 1% de ácido 
acético]. Ag – Agatisflavona, Am – amentoflavona, AB – ácido benzóico, B – biflavona. 
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Figura 157. Cromatogramas de CLAE dos extratos SC 1-8 e 10-11, Coluna; C-18 (250 mm x 
4,6 mm x 5mm), fase móvel [90% (metanol) e 10% água acidificada com 1% de ácido 
acético]. Ag – Agatisflavona, Am – amentoflavona, AB – ácido benzóico, B – biflavona. 
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Figura 158. Cromatogramas de CLAE-DAD dos extratos SC 12-17, Coluna; C-18 (250 mm x 
4,6 mm x 5mm), fase móvel [90% (metanol) e 10% água acidificada com 1% de ácido 
acético]. Ag – Agatisflavona, Am – amentoflavona, AB – ácido benzóico, B – biflavona. 
 
 

 
Figura 159. Espectros na região do UV (320 nm) dos principais constituintes presentes nos 
extratos SC analisados por CLAE.  
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O experimento 9 forneceu um óleo (SC-9), levemente esverdeado, solúvel em solvente 

orgânico apolar, como diclorometano, o qual não apresentou indicativo de presença de 

biflavonoide em análise por CCDA. Por apresentar baixa polaridade ele foi analisado por CG-

EM e a análise mostrou que o óleo contém uma mistura de 11 constituintes majoritários, 

dentre eles ácidos graxos, ésteres de ácidos graxos, aldeídos e hidrocarbonetos de cadeia 

longa. O cromatograma é mostrado na figura 160, com os picos enumerados. Nas figuras 161 

à 171, p. 231 à 236,  são apresentados os espectros de massas dos constituintes representado 

por cada pico no cromatograma. As condições usadas no experimento 9 foram as que mais se 

distanciaram das condições adequadas para a extração de biflavonoide dentro do 

delineamento escolhido. O experimento com o menor nível de pressão do delineamento (SC-

9) foi o único que não levou a extração de biflavonoides o que confirma a necessidade de altas 

pressões para a extração de constituintes polares.  

 

Figura 160. Cromatograma de CG-EM do óleo SC-9.  

 

Figura 161. Espectro de massa do pico 1, tR= 2,83 min, em comparação com espectro de 
massa do hexanal obtido da biblioteca NIST.  
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Figura 162. Espectro de massa do pico 2, tR= 9,36 min, em comparação com espectro de 
massa do (E)-trans-decenal obtido da biblioteca NIST.  

 

Figura 163. Espectro de massa do pico 3, tR= 17,18 min, em comparação com espectro de 
massa do hexadecanoato de metila obtido da biblioteca NIST.  

 

Figura 164. Espectro de massa do pico 4, tR= 17,62 min, em comparação com espectro de 
massa do ácido hexadecanóico obtido da biblioteca NIST.  
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Figura 165. Espectro de massa do pico 5, tR= 18,83 min, em comparação com espectro de 
massa do linoleato de metila obtido da biblioteca NIST.  

 

Figura 166. Espectro de massa do pico 6, tR= 18,88 min, em comparação com espectro de 
massa do 9-octadecenoato de metila obtido da biblioteca NIST.  

 

Figura 167. Espectro de massa do pico 7, tR= 19,31 min, em comparação com espectro de 
massa do ácido 6-octadecenóico obtido da biblioteca NIST.  
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Figura 168. Espectro de massa do pico 8, tR= 19,49 min, em comparação com espectro de 
massa do ácido esteárico obtido da biblioteca NIST.  

 

Figura 169. Espectro de massa do pico 9, tR= 22,08 min, em comparação com espectro de 
massa do cloreto de 9,12-octadecadienoila obtido da biblioteca NIST.  

 

Figura 170. Espectro de massa do pico 10, tR= 25,28 min, em comparação com espectro de 
massa do hidrocarboneto obtido da biblioteca NIST.  
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Figura 171. Espectro de massa do pico 11, tR= 27,38 min, em comparação com espectro de 
massa do hidrocarboneto obtido da biblioteca NIST.  

 

4.5.3. Análise quantitativa de biflavonoides 

 

A análise quantitativa dos biflavonoides presentes nos extratos foi realizada por CLAE 

utilizando como padrão a amentoflavona. Além da amentoflavona, os outros biflavonoides 

presentes nos extratos também foram quantificados, mas por método de equivalência, mg 

EA/100 mg de extrato. A curva analítica para a quantificação foi construída a partir de cinco 

soluções de amentoflavona nas concentrações de 10,0 – 150,0 µg/mL. A Figura 172, p. 237, 

apresenta o gráfico da curva analítica e os valores da regressão linear. A concentração de cada 

biflavonoide, em mg/100 mg de óleo, foi obtido pela equação 4.  Os valores de teor de BT 

apresentados na Tabela 38, p. 237 foram obtidos pelo somatório da concentração de cada 

biflavonoide presente no referido extrato. 

 

B = [(X . 100)/n]/1000                                                                                                             (4) 

 

B – concentração de biflavona presente em cada óleo (mg/100 mg de óleo) 

X – concentração de biflavona em (µL/mL) de óleo encontrado na curva de quantificação  

n – concentração de óleo (mg/mL) usada para o preparo da solução analisada  
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Figura 172. Curva analítica da relação entre a concentração e área do pico de amentoflavona 
do cromatograma de CLAE 
 

Tabela 38. Teores médios de biflavonoides em extratos SC quantificados por CLAE 

Exp. Agatisflavona Amentoflavona Biflavona BT Pressão  Temperatura  
  (mg/100 mg 

de óleo) 
(mg/100 mg de 

óleo) 
 (mg/100 mg 

de óleo) 
 (mg/100mg 

de óleo) 
(Bar)  (°C) 

1 0,13 0,60 nd 0,73 180 48,0 
2 0,46 1,92 0,25 2,63 419 48,0 
3 0,12 0,63 0,10 0,85 180 72,0 
4 0,63 3,07 0,30 4,00 419 72,0 
5 0,11 0,46 0,10 0,67 180 48,0 
6 0,27 1,57 0,21 2,05 419 48,0 
7 0,12 0,49 0,10 0,71 180 72,0 
8 0,38 2,25 0,25 2,88 419 72,0 
9 nd nd nd nd 100 60 

10 0,62 2,83 0,26 3,71 500 60 
11 0,27 1,45 0,18 1,90 300 40 
12 0,22 1,04 0,13 1,39 300 80 
13 0,19 1,00 0,14 1,33 300 60 
14 0,54 3,14 0,18 3,86 300 60 
15 0,14 0,71 0,13 1,00 300 60 
16 0,21 1,13 0,17 1,51 300 60 
17 0,16 0,81 0,14 1,11 300 60 

 Biflavona - biflavonoide não identificado por CLAE; BT- biflavonoides totais; nd- não determinado; 
Exp. - experimentos de EFS. Média, n = 2. 
 

4.5.4. Rendimento de biflavonoides totais (R2) 

O aumento do rendimento dos biflavonoides totais (R2) foi decorrente ao aumento da 

pressão. Esse comportamento pode ser interpretado analisando a baixa solubilidade dos 

biflavonoides de Ouratea em CO2 supercrítico, uma vez que são moléculas relativamente grandes 

e polares quando comparadas a constituintes presentes em óleos essenciais.  
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Analisando o comportamento da extração de BT através dos rendimentos (R2) obtidos nos 

experimentos 1 a 4, Tabela 36, p. 224, pode-se ver que a pressão é a única variável que influencia 

a extração de BT. No experimento 1, as variáveis pressão, temperatura e tempo estão no nível (-

1), ao comparar este experimento com o 2, pressão (+1) e temperatura e tempo (-1), observa-se 

um aumento considerado no rendimento de BT (R2). Ao comparar o experimento 1 com o 3, 

temperatura (+1) e pressão e tempo (-1), observou-se um rendimento semelhante. No entanto, a 

comparação do experimento 1 com o 4, temperatura e pressão (+1) e tempo (-1), revelou o maior 

rendimento dentre as condições estudadas. O efeito do tempo pode ser melhor compreendido 

observando os experimentos 13 e 14, que mostraram que o efeito do tempo sob o rendimento não 

foi significativo.  

 A quantidade de biflavonoides extraída no experimento 4 foi comparada com a 

quantidade obtida por isolamento pela metodologia de extração com Soxhlet usando etanol. 

Pela análise de quantificação por CLAE foi determinada a concentração de biflavonoides 

totais (BT) de 4,00 mg/100 mg de óleo. No experimento 4 foram obtidos 175,50 mg de 

extrato a partir de 9,00 g de massa de folha (MF). Em 175,50 mg de extrato encontrou-se 7,00 

mg de biflavonoides totais (BT). O rendimento de biflavonoides totais calculado pela equação 

1 foi de 0,078%. 

A extração com soxhlet utilizou 9,00 g de folha seca que forneceram, em média, 1,42 

g de extrato etanólico. A quantificação de biflavonoides totais foi realizada em CLAE por mg 

de equivalente de amentoflavona/100 mg de extrato. A concentração média de BT nas 

repetições foi de 2,42 mg EA/100 mg de extrato. A concentração de BT em 1,42 g foi de 34,34 

mg  ecalculado pela equação 1 chegou-se em um rendimento de BT de 0,38%.  

A obtenção dos biflavonoides totais (rendimento de BT %) foi maior para o extrato 

obtido por extração com soxhlet em relação a EFS no (experimento 4) que mostrou maior 

concentração de BT. Mesmo não apresentando uma obtenção de BT tão eficiente quanto a 

obtida por soxhlet, a EFS favoreceu a obtenção de um extrato com elevada concentração de 

BT, 4 mg/100 mg de extrato (experimento 4), enquanto que por soxhlet foi obtido 

aproximadamente 2 mg/100 mg de extrato. Esse fato pode ser justificado considerando que 

por soxhlet um maior número de constituintes é extraído, promovendo a diluição dos BT no 

extrato. 
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4.6. CONSIDERAÇÕES  

 Este é o primeiro trabalho de extração de biflavonoides de Ouratea hexasperma 

utilizando a técnica EFS. Os biflavonoides identificados como constituintes majoritários no 

óleo foram a agatisflavona e amentoflavona.  

As condições escolhidas para o delineamento experimental de EFS de folhas de 

Ouratea hexasperma permitiram encontrar a região ótima para obter o maior rendimento de 

extratos contendo biflavonoides usando a metodologia de superfície de resposta. 

 O maior rendimento de biflavonoides totais foi obtido nas condições de 419 bar, 72 °C 

e 109 mim, referente ao experimento 4.  

 A recuperação de biflavonoides totais da matriz vegetal por ESC foi de 0,078% bem 

abaixo do obtido por soxhlet, 0,35%. 

A EFS favoreceu a obtenção de um extrato com elevada concentração de 

biflavonoides totais, 4 mg/100 mg de extrato (experimento 4), resultado que evidencia a 

seletividade da extração, quando comparada com a extração por soxhlet que apresentou 

aproximadamente 2 mg/100 mg de extrato. 

Comparando o soxhlet e a EFS, utilizando o mesmo tempo operacional, pode-se dizer 

que a quantidade de BT é expressiva para a EFS, visto que a quantidade extraída pelo soxhlet 

ainda necessitará de outra etapa de separação, a fim de isola-los e aumentar seu poder quanto 

a possível atividade biológica. A fim de alcançar a mesma % obtida no soxhlet precisaria 

manter a unidade de EFS em operação por 436 min, o que em nada é desfavorável ao 

processo em batelada. 

Análise de tempo de extração:  

Soxhlet →  240 min  → 0,35% 

EFS      →  109 min  → 0,078%  

EFS  →  436 min  → 0,31% 
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CONCLUSÕES 

Este estudo permitiu ampliar o conhecimento sobre a composição química do gênero 

Ouratea e Ochna, através da identificação de outros constituintes de espécies já estudadas e 

do primeiro relato de investigação química da espécie Ouratea stipulata.  

Dentre estes constituintes, uma mistura de acil-triterpenos são novos na literatura.  Um 

estilbeno (4) e dois fenilglicosídeos (13 e 14) foram isolado pela primeira vez na família, e no 

gênero Ouratea um cianoglicosídeo (5) e um triterpeno (17).   

Os dois biflavonoides isolados de Ochna serrulata são marcadores 

quimiotaxonômicos do gênero e confirmam a classificação botânica da espécie.  

Os ensaios biológicos realizados com principais constituintes do gênero Ouratea, os 

biflavonoides, confirmam atividade anticâncer descrita na literatura. Os ensaios anticâncer e 

de inibição enzimática apresentaram bons resultados, e indicam que as frações podem ser uma 

boa opção de estudo no desenvolvimento de medicamentos para tratamento de câncer. 

Considerações sobre as características: quimiotaxonômicas, etnofarmacológicas e 

atividades biológicas conduziram a uma análise crítica que adicionou informação ao perfil 

químico e biológico do gênero Ouratea. 

A utilização da técnica de extração com fluido supercrítico na obtenção de extrato 

contendo biflavonoides de O. hexasperma mostrou-se viável e as condições utilizadas no 

experimento permitiram encontrar a região ótima pelo da metodologia de superfície de 

resposta.  

 

 

 
 

 


