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RESUMO  

 

O gênero Eryhtroxylum pertence à família Erythroxylaceae e é amplamente utilizado na 

medicina popular. Estudos mostraram que neste gênero foram encontrados metabólitos 

secundários das classes dos alcaloides, flavonoides, esteroides e terpenos. O presente 

trabalho foi subdividido em três etapas, sendo: (i) estudo dos compostos orgânicos 

voláteis (COVS) presentes nas folhas de E. deciduum; (ii) estudo do perfil químico das 

folhas de quatro espécies do gênero Eryhtroxylum (E. deciduum, E. suberosum, E. 

campestre e E. tortuosum) e avaliação citotóxica dos extratos frente a células HeLA; 

(iii) estudo químico e desreplicação do extrato etanólico das folhas de E. deciduum, e 

avaliação citotóxica frente a células tumorais 4T1. Para o estudo dos COVS utilizou as 

técnicas hidrodestilação e HSPE, apresentando como constituição química principal, 

hidrocarbonetos alifáticos além de cetonas, aldeídos, alcoóis, ésteres e esteroides. O 

perfil químico das quatro espécies foi realizado utilizando técnicas qualitativas como 

CCD, CLAE-DAD, CG-EM e RMN de 1H, evidenciando a predominância de 

flavonoides, alcaloides e esteroides. Os extratos diclorometano e metanol de E. 

campestre e E. suberosum; acetato de etila de E. deciduum e metanol de E. tortuosum 

apresentaram potencial citotóxico significativo frente a células HeLA (in vitro). O 

estudo fitoquímico da fração acetato de etila de E. deciduum levou ao isolamento de 

dois flavonois glicosilados: 4’,7-di-O-metilquercetina-3-O-β-rutinosídeo (I) e 

kaempferol-3-O-rutinosídeo (II), ambos confirmados pela fragmentação em análise de 

espectrometria de massas sequencial e por experimentos de Ressonância Magnética 

Nuclear. A desreplicação por CLUE-EM do extrato etanólico das folhas de E. deciduum 

levou a identificação de quatro flavonoides, sendo estes I e II, além da rutina (III) e 

catequina ou epicatequina (IV), todos já relatados para o gênero. Este mesmo extrato foi 

avaliado por ensaios in vitro frente a células tumorais do tipo 4T1, apresentando 

inibição semelhante ao controle cisplatina. Os resultados obtidos são importantes para o 

conhecimento das espécies estudadas, uma vez que a literatura apresenta dados bastante 

restritos. 

 

Palavras-chave: Erythroxylum, COVs, desreplicação, flavonoides, citotoxicidade. 
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ABSTRACT  

 

The genus Eryhtroxylum belongs to the Erythroxylaceae family and is widely used in 

folk medicine. Studies show that secondary metabolites of the alkaloid, flavonoid, 

steroid and terpene classes were found in the genus. The present work was subdivided 

in three stages, being: (i) study of volatile organic compounds (VOCs) present in leaves 

of E. deciduum; (ii) chemical profile of leaves of four species of the genus 

Eryhtroxylum (E. deciduum, E. suberosum, E. campestre e E. tortuosum) and cytotoxic 

evaluation of the extracts against HeLA cells; (iii) chemical study and dereplication of 

the ethanolic extract of E. deciduum leaves, and cytotoxic evaluation against 4T1 cells.  

The hydrodestilation and HSPE techniques were used for the study of VOCs and it were 

present the main chemical composition aliphatic hydrocarbons in addition to ketones, 

aldehydes, alcohols, esters and steroids. The chemical profile of the four species was 

performed using qualitative techniques such as TLC, HPLC-DAD, GC-MS and 1H 

NMR, evidencing the predominance of flavonoids, alkaloids and steroids. The extracts 

from E. campestre and E. suberosum (Dichloromethane and Methanol); E. deciduum 

(Ethyl acetate) and E. tortuosum (Methanol) showed significant cytotoxicity activity 

against HeLA cells (in vitro). The phytochemical investigation of ethyl acetate fraction 

of E. deciduum led to the isolation of two known flavonoid glycosides: 4’,7-di-O-

methyl quercetin-3-O-β-rutinoside (I) and Kaempferol-3-O-rutinoside (II), both were 

confirmed by the fragmentation in analysis of Sequential Mass Spectrometry and 

Nuclear Magnetic Resonance. The ethanolic extracts of leaves of E. deciduum was 

explored through the technique of dereplication using UPLC-MS and the following 

compounds were identified: I, II, rutin (III) and catechin or epicatechin (IV), all 

reported in this genus. This extract was evaluated by in vitro assays against 4T1 tumor 

cells, exhibiting inhibition similar to the cisplatin control. The results obtained are 

important for the knowledge of the species, since the literature presents very restricted 

data. 

 

Keywords: Erythroxylum, VOCs, dereplication, flavonoids, cytotoxicity. 
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1 

1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 - IMPORTÂNCIA DO ESTUDO DE PRODUTOS NATURAIS 

 

O Brasil é o país que abriga maior diversidade genética vegetal do mundo, 

contando com mais de 55.000 espécies catalogadas. A utilização das espécies vegetais 

está relacionada aos aspectos culturais e hereditários da sociedade desde os primórdios 

da história, com relatos descendentes de gerações quanto a utilização da química 

medicinal como fonte inspiradora na descoberta de novas substâncias químicas, o que 

tem contribuído para os avanços científicos decorrentes da investigação dos produtos 

extraídos de espécies vegetais (CALIXTO, 2005; COSTA et al., 2009; NEWMAN & 

CRAGG, 2015). 

Os produtos naturais (PNs) podem ser classificados como compostos químicos 

que são extraídos da natureza, sendo obtidos de organismos vivos ou por sínteses 

reproduzidas por rotas biossintéticas. Alguns PNs são metabólitos ativos 

biologicamente e corraboram para a descoberta de novos medicamentos (COSTA et al., 

2009; BUTTLER et al., 2014). 

O destaque da atividade biológica reportada para a química dos produtos 

naturais deriva especialmente dos metabólitos secundários. Esses metabólitos despertam 

grande interesse, não só pelas atividades biológicas exercidas nas plantas em resposta 

aos estímulos do meio ambiente, mas também porque podem ser utilizados para 

diversas patologias, como doenças infecciosas (bacteriana, fúngica, parasitária e viral), 

imunológicas, cardiovasculares, neurológicas, inflamatórias, oncológicas, entre outras 

(MISHRA & TIWARI, 2011; OLIVEIRA et al., 2012; CRAGG & NEWMAN, 2013). 

 Desta forma, o reino vegetal abriga uma diversidade estrutural de substâncias 

químicas que têm sido uma importante alternativa de obtenção de novos fármacos, 

fitoterápicos e medicamentos (JOHN, 2010). Ao serem descobertas, são reconhecidas 

como novas entidades químicas (NCEs, new chemical entity), que engloba todas as 

substâncias químicas, com potencial biológico, que podem ser utilizadas para o 

tratamento de alguma doença (BARREIRO & BOLZANI, 2009; KINGSTON, 2011; 

BUTTLER et al., 2014). Após serem conhecidas como NCEs, as substâncias químicas 

devem ser aprovadas pelo órgão responsável em liberar o medicamento para a 

comercialização, o FDA (Food and Drug Administration), e este processo entre a 



 

2 

descoberta até a utilização do medicamento pode ser extenso e demorado (NEWMAN 

& CRAGG, 2015). 

 Segundo dados do FDA, mais de 50% dos medicamentos aprovados entre 1981 a 

2014 deriva de produtos naturais, podendo estes serem produtos naturais (“N”), 

derivados semissintéticos de produtos naturais (“NB”), derivados de produtos naturais 

(“ND”) e produtos sintéticos com grupos farmacofóricos, baseados em produtos 

naturais (“S/NM”). Além destes, os produtos biológicos ("B") e as vacinas ("V") 

representam atualmente 37% dos medicamentos, e 30% são produtos totalmente 

sintéticos (FIGURA 1.1) (NEWMAN & CRAGG, 2016). 

 

FIGURA 1.1 - Novas substâncias ativas aprovadas pelo FDA no período de 1981 a 2014 (total = 

1562). 

 

"B": produtos biológicos; "N": produto natural; "NB": derivado semissintéticos de um produto 

natural; "ND": derivado de um produto natural; "S": totalmente sintético; "S/NM": sintético 

baseado em um produto natural; "S*/NM": síntese total, mas o farmacóforo assemelha ao 

produto natural "S*": Feito por síntese total, mas deriva de um produto natural; "V": Vacina. 

Fonte: NEWMAN & CRAGG, 2016 (Modificado pela autora) 

 

Na FIGURA 1.2 (p. 3), estão apresentados alguns medicamentos que foram 

aprovados pelo FDA para serem comercializados entre o ano de 2005 a 2014, com suas 

respectivas indicações: sorafenibe (Nexavar®) para carcinomas de células renais, 

epiteliais e câncer de tireoide; vemurafenibe (Zelboraf®) para tratamento de melanoma; 

atalureno (Translarna®) para tratamento da distrofia muscular de Duchene e captopril 
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(Captopril®) anti-hipertensivo (NEWMAN & CRAGG, 2016). Dentre estes, 

Captopril® é derivado de veneno de cobras, ou seja, seu farmacóforo é um produto 

natural. 

  

FIGURA 1.2 - Algumas das novas substâncias ativas aprovadas pelo FDA entre 1981 e 2014. 
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(FONTE: NEWMAN & CRAGG, 2016). 
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A busca dos compostos bioativos de plantas compreende a obtenção de 

compostos puros para identificação das estruturas químicas presentes (QUEIROZ et al., 

2014).  Algumas técnicas analíticas são comumente utilizadas para separação dos 

constituintes químicos, como: cromatografia em coluna (CC), Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência acoplada ao detector de Ultravioleta por arranjo de diodos (CLAE:UV-

DAD) e Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada ao detector de 

Espectrometria de Massas (CLAE-EM), Cromatografia Gasosa acoplada ao detector de 

Espectrometria de Massas (CG-EM), e são precedidas por etapas de pré-purificação da 

amostra (COLLINS et al., 2006; MISHRA & TIWARI, 2011; HIMMELSBACH, 

2012). 

Além disso, há exigências da legislação brasileira para o registro de um 

fitoterápico, como dados referentes a padronização das análises realizadas com os 

extratos. A fim de atender às exigências atuais, as técnicas cromatográficas hifenadas, 

(CLAE-EM e espectrometria de massas tandem (EM/EM), são utilizadas, para 

identificar a composição química presente na espécie vegetal estudada e identificar 

substâncias denominadas marcadores da espécie (HIMMELSBACH, 2012). Também 

conta com técnicas espectroscópicas (Ressonância Magnética Nuclear - RMN) e 

(Espectrometria de Massas – EM) para elucidação e caracterização estrutural dos 

metabólitos secundários. 

Além destas técnicas que buscam compreender a constituição química presente 

nas espécies de plantas, tem-se o estudo dos compostos orgânicos voláteis (COVs), que 

são compostos extraídos a partir de técnicas analíticas, como por exemplo Micro-

Extração em Fase Sólida (MEFS) e obtenção de óleos essenciais, por hidrodestilação 

(HD) e arraste a vapor (AV); em que são captados devido capacidade de comunicação 

entre as espécies via sua aromatização, de algum órgão da planta, (BAKKALI et al., 

2008; MOHAMMADHOSSEINI et al., 2016). 

Diante a diversidade de compostos químicos que podem ser extraídos das espécies 

vegetais, o estudo químico de substâncias naturais têm se acentuado ao longo dos anos 

(NEWMAN & CRAGG, 2015; CRAGG & NEWMAN, 2016). Por exemplo, para o 

tratamento do câncer, entre 1940 até o final de 2014, de 175 moléculas aprovadas pelo 

FDA, 85 são produtos naturais ou derivados (FIGURA 1.3). 



 

5 

FIGURA 1.3 - Novas substâncias ativas anticâncer aprovadas pelo FDA no período de 1981 a 

2014 (total = 175 substâncias). 

 

"B": agente biológico, isolada de um organismo ou por meios biotecnológicos; "N": produto 

natural não modificado, sendo semi-/ou totalmente sintético; "NB": produto natural 

(recentemente aprovado); "ND": derivado de um produto natural; "S": totalmente sintético; 

"S/NM": sintético baseado em um produto natural; "S*/NM": síntese total, mas o farmacóforo 

imita produto natural "S*": Feito por síntese total, mas deriva de um produto natural; "V": 

Vacina.  

Fonte: NEWMAN & CRAGG, 2016 (Modificado pela autora) 

  

1.2. CERRADO  

 

 O Brasil possui maior biodiversidade do mundo, com 10% do número total de 

espécies terrestre (COSTA et al., 2012). A biodiversidade é referida diante das 

categorias biológicas existentes, considerando a abundância e variabilidade de espécies 

da fauna e flora brasileira, dispersas em seus diferentes habitats (VIEGAS, 2006).  

O Bioma é compreendido por escala regional e pelas similaridades de condições 

de vida, em que espécies faunísticas e florísticas apresentam. O Brasil abriga seis 

biomas continentais: Amazônica, Cerrado, Mata Atlântica, Pantanal, Pampa e Caatinga, 

sendo o Cerrado caracterizado como o segundo maior bioma na América do Sul, depois 

da floresta Amazônica (CALIXTO, 2005). 

COLLINSON (1988) define o Cerrado, sendo “uma formação tropical com 

domínio de gramíneas, contendo uma proporção maior ou menor de vegetação lenhosa e 

árvores associadas”, e caracteriza-se como a maior biodiversidade do mundo, 

abrangendo espécies diversificadas de flora e fauna (MESQUITA et al., 2009). O 
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Cerrado situa-se, principalmente, na região Centro-Oeste do Brasil, abrangendo Mato 

Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiás, Brasília e Tocantins, encontrando-se também nas 

regiões oeste de Minas Gerais e sul do Maranhão e Piauí, e em áreas isoladas do 

Amapá, Amazonas, Pará e Roraima, e ao sul, em pequenas ilhas no Paraná (SANO et 

al., 2008). 

Embora abranja grande parte do território brasileiro e apresente expressiva 

quantidade de espécies endêmicas, sofre elevada perda de habitat decorrentes do 

desmatamento para o processo de ocupação de áreas de pastagem ou cultivos, e 

ocasionando o risco de extinção de diferentes espécies da fauna e flora (FIGURA 1.4). 

Dentre as espécies da flora deste bioma, muitas são fontes de substâncias químicas 

importantes para o descobrimento de novos fármacos (CALIXTO, 2005; MIATTO, 

2016). 

 

FIGURA 1.4 - Comparação entre a área de distribuição original do Cerrado e área após 

desmatamento. A) Área de distribuição original do Cerrado; B) Principais áreas remanescentes 

de vegetação nativa do Cerrado em 2002. 

A) 

 

B) 

 

Fonte: ISPN - Instituto Sociedade, População e Natureza 

(Disponível em: http://www.ispn.org.br/arquivos/mapa-desmatamento-cerrado) 

 

Considerado um dos hotspots mundiais de biodiversidade, o Cerrado ocupa 24% 

do território brasileiro, com aproximadamente 12.000 espécies de plantas, das quais 

35% são de áreas savânicas, 30% de florestas, 25% de áreas campestres e 10% ainda 

possuem poucas publicações sobre a sua origem, pois podem ocorrer em mais de um 

ambiente (MIATO et al., 2016). 

Além dos aspectos ambientais, esse bioma tem grande importância social. 

Algumas espécies de plantas encontradas no Cerrado possuem metabólitos secundários 
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com atividade biológica relevantes, entretanto, ainda pouco exploradas do ponto de 

vista químico e farmacológico (MESQUITA et al., 2009).  

 

1.3. FAMÍLIA ERYTHROXYLACEAE  

 

A família Erythroxylaceae compreende cerca de 250 espécies e abrange 4 

gêneros. Têm seus principais centros de diversidade na Venezuela, Madagascar e Brasil, 

sendo que neste país, foram listadas 25 espécies nativas, cujos habitats variam de 

floresta a Cerrado e são compostos por árvores, arbustos ou subarbustos (ZANOLARI 

et al., 2005). Dos quatro gêneros pertencentes a esta família (Aneulophus Benth. 

Nectaropetalum Engl., Pinacopodium Exell, Erythroxylum P. Browne), apenas o 

Erythroxylum tem ocorrência no Brasil (PLOWMAN & HENSOLD, 2004).  

 Dentre essa variedade de espécies, muitas ainda não possuem estudo químico, ou 

possui poucas informações sobre sua bioatividade (BROCK et al. (2005). Conforme 

proposto por AL-Said (1989), o alcaloide tropânico cocaína não é marcador do gênero, 

encontrado como composto majoritário nas espécies E. coca Lam. e E. novogranatense. 

 

1.4. O gênero Erythroxylum e as espécies estudadas 

 

O gênero Erythroxylum é o maior entre os quatro gêneros pertencente da família 

Erythroxylaceae, que corresponde a 97% das espécies distribuídas nas regiões tropicais 

e subtropicais do mundo, sendo que no Brasil há a ocorrência de 130 espécies em 

ambientes florestais e de Cerrado (PLOWMAN & HENSOLD, 2004; BIERI et al., 

2006). Na TABELA 1.1 (p. 8), estão dispostas informações sobre atividade biológica de 

algumas espécies do gênero. 

O interesse por estudos de espécies do gênero Erythroxylum se acentuou no 

século XIX, pois em 1855 ocorreu isolamento de uma substância alcaloídica do tipo 

tropano, derivado das folhas da espécie E. coca Lam e que ficou conhecida como 

cocaína (FIGURA 1.5) (JOHNSON, 1996; MI et al., 2002).  
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FIGURA 1.5 - Estrutura química da cocaína. 

 

As folhas da espécie E. coca eram utilizadas como anestésico local em pequenas 

cirurgias, por grupos indígenas na América do Sul, assim como outras espécies deste 

gênero são conhecidas pelo seu uso medicinal (BOHN et al., 1982; ZUANAZZI et al., 

2001). Entretanto, a cocaína ganhou notoriedade, tornando um problema de saúde 

pública e atualmente é conhecida como droga ilícita, causando dependência aos seus 

usuários (ALAGILE et al., 2005). 

 

TABELA 1.1 - Informações quanto a utilização e algumas atividades biológicas de espécies do 

gênero Erythroxylum. 

ESPÉCIES 
UTILIZAÇÃO 

POPULAR 

ATIVIDADE 

BIOLÓGICA DE 

EXTRATOS 

REFERÊNCIAS 

E. suberosum abortivo 

antibacteriana, 

antifúngica, 

anti-hipertensivo 

citotóxico 

BARBOSA & AMARAL, 2001; 

FILHO, 2010; 

LEITE et al., 2014; 

 MACEDO et al., 2016 

E vacciniifolium 

afrodisíaca, 

conhecida como 

catuaba 

anti-HIV, 

analgésico, 

anti-inflamatório 

MANABE et al., 1992; 

ZANOLARI et al., 2003; 

CHAVEZ et al., 1988; 

E. pervillei 

folclórica 

(veneno de peixe), 

dores abdominais e 

tumores 

citotóxica frente às 

células KB-V1 

SILVIA et al., 2001; 

MI et al., 2002; 

E. moonii 

supuração de 

furúnculos e 

abscessos 

antimicrobiana 

(bactérias, fungos e 

leveduras) 

RAHMAN et al., 1998; 

E. argentinum 

 

tratamento de 

sinusite, estômago 

e gripe 

analgésico; anti-

inflamatória 

CHAVEZ et al., 1996. 

 

 

O gênero é conhecido pela ocorrência de metabólitos secundários das classes dos 

alcaloides (do tipo tropano), flavonoides, esteroides e terpenos (diterpenos, triterpenos), 

      

N 

O 

O 

O 

O        
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variando as subclasses e a presença das substâncias químicas majoritárias 

(GONZÁLEZ-GARCÍA et al., 2005; RIBEIRO et al., 2013)  

 Alcaloides do tipo tropano (FIGURA 1.6) são considerados metabólitos 

secundários de grande interesse, uma vez que apresentam propriedades farmacológicas 

relevantes, como: anti-hipertensivo, antimalárico, antitumoral, hipnoanalgésico, 

antioxidante, entre outros (CHAVEZ et al., 1988; AGUIAR et al., 2012). Já são 

conhecidos mais de 200 representantes desta classe, sendo alguns isolados de espécies 

das famílias Convolvulaceae, Dioscoreaceae, Erythroxylaceae, Solanaceae, Proteaceae e 

Rhizophoraceae (BROCK, 2005). Entretanto, ainda há poucos relatos de substâncias 

alcaloídicas do gênero Erythroxylum quando comparados aos de outras classes (BIERI 

et al, 2006, OLIVEIRA et al, 2010) e os que são encontrados são baseados em 

extrações ácido-base (ZUANNAZZI, et al. 2001) (FIGURA 1.8). 

 B 

FIGURA 1.6 - Estrutura do esqueleto de um alcaloide tropano. 
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 Os flavonoides são compostos encontrados em diversas espécies vegetais, 

possuindo 15 átomos de carbono em sua estrutura química geral, dois anéis aromáticos, 

(anel A e B) ligados por um anel heterocíclico (anel C) (FIGURA 1.7).  

 

FIGURA 1.7 - Estrutura do esqueleto de um flavonoide. 
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Suas subclasses são definidas como flavonas, flavonois, isoflavonas, flavanonas, 

xalconas, diidroflavonois, e podem conter unidades glicosídeas ligadas aos anéis 
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(DEWICK, 2002). Esta classe é conhecida pelas atividades biológicas, sendo também 

considerada marcador de diversas espécies do gênero Erythroxylum (FIGURA 1.9, p. 

12). Dentre suas diferentes classificações, há relatos da presença da classe flavonas e 

flavonois para o gênero, com ou sem a presença de unidades glicosídeas (BOHN et al., 

1982; INIGO & POMILIO, 1985; BONEFELD et al., 1986; BOHN et al., 1988; 

JOHNSON et al, 1998; JOHNSON et al., 2002; JOHNSON et al., 2004; BARREIROS 

et al., 2005; GONZÁLEZ-GUEVARA et al., 2006; CÓRDOVA et al., 2012). Além 

destas características mencionadas, na classe dos flavonoides são observadas absorções 

na região do ultravioleta-visível, com transições π → π*, que ocorrem a partir da 

ressonância entre as ligações duplas dos anéis e a conjugação entre a carbonila e os 

anéis aromáticos, formando duas bandas e que podem variar de acordo com as 

subclasses, assim conforme apresentado na TABELA 1.2 (MABRY; MARKHAM & 

THOMAS, 1970). 

 

TABELA 1.2 - Bandas de absorção no UV de subclasses de flavonoides. 

BANDA II 

(nm) 

BANDA I 

(nm) 
TIPO DE FLAVONÓIDE 

250-280 310-350 Flavona 

250-280 330-360 Flavonois (3-OH substituído) 

250-280 350-385 Flavonois (3-OH livre) 

245-275 310-330 Isoflavonas 

275-295 300-330 Flavanonas e dihidroflavonois 

(Fonte: MABRY; MARKHAM & THOMAS, 1970). 

 

Os terpenoides estão presentes na maioria das famílias, sendo caracterizados 

como um grupo abrangente de metabólitos secundários e com diferentes subclasses 

(DEWICK, 2002). Dentre estas, os triterpenoides possuem 30 átomos de carbono, sendo 

uma subclasse comum isolada de espécies de Erythroxylum (FIGURA 1.10, p. 13) 

(BARREIROS et al., 2002; BARREIROS et al., 2005; CHAVEZ et al., 1995).  
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R = PhCH2COR= OH 

R = PhCO 

FIGURA 1.8 - Alcaloides isolados de folhas de espécies do gênero Eryhthroxylum. 
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REFERÊNCIAS: RIVIER, 1981; PLOWMAN & RIVIER, 1983; BRACHET et al. 1986; AL-SAID et al. 1989; JOHNSON, 1996; SILVIA et al., 

2001; ZUANAZZI et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011; RIBEIRO et al,. 2013. 
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FIGURA 1.9 - Flavonoides isolados de espécies do gênero Eryhthroxylum. 
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FIGURA 1.10- Terpenoides isolados de folhas de espécies do gênero Erythroxylum. 
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REFERÊNCIAS: BARREIROS et al., 2002; BARREIROS et al., 2005; SANTOS et al., 2006; RIBEIRO et al., 2013. 
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O interesse pelas espécies de Erythroxylum se acentuaram a partir dos relatos do uso 

medicinal e da atividade biológica relatada para o gênero (NASCIMENTO et al., 2012; WET 

et al., 2012). Além das atividades biológicas citadas na TABELA 1.1 (p. 8), há relatos de 

investigações com potenciais antimicrobiano, antiproliferativo para E. caatingae (AGUIAR et 

al., 2012); anti-inflamatório para E. argentinum: (CHAVEZ et al., 1988), antioxidante para as 

espécies E. deciduum (NASCIMENTO, MENEZES & LACERDA, 2013), E. alaternifolium 

(AGUIAR et al., 2012) e E. suberosum (CÓRDOVA, 2012); antitumoral e citotóxico para E. 

deciduum (NASCIMENTO, MENEZES & LACERDA, 2013) e E. suberosum (MACEDO et 

al. 2016); inibição da enzima conversora de angiotensina para E. gonocladum (FILHO et al., 

2010); modulador do fenótipo de resistência múltipla para os extratos de E. pervillei (SILVA 

et al., 2001); além de efeito frente a infecção microbiana e de HIV dos extratos de E. catuaba 

(MANABE et al., 1992).  

Foram selecionadas para o estudo químico as espécies E. deciduum, E. suberosum, 

E. campestre e E. tortuosum (FIGURA 1.11), podendo as mesmas serem encontradas em 

todos os gradientes de cerrado, desde cerradão até campo limpo, sendo mais comum em 

cerrado aberto nos estados da região centro-oeste (HEGNAUER, 1981). 

 

FIGURA 1.11 - Espécies estudadas do gênero Erythroxylum (A) E. deciduum (B) E. campestre, (C) E. 

tortuosum e (D) E. suberosum coletadas na fazenda da UFG - Regional Catalão. 

 

(Fonte: Própria da autora) 

 

E. deciduum A. St.-Hil. Pl, popularmente conhecida como ata-de-cobra, guajujura, 

baga de pompa, fruta de pomba, cocão e concon, exibe distribuição nos países Peru, Paraguai, 

Bolívia, Argentina e Brasil. Sua ocorrência vai desde a região Nordeste (Piauí, Bahia), 

Centro-Oeste (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiás, Distrito Federal), Sudeste (Minas 

Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo) e Sul (Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul), em 

matas, matas ciliares, capões e capoeiras próximas aos cursos d’água, cerradões e áreas 
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descaracterizadas (MENDONÇA & AMARAL-JÚNIOR, 2002). Como aspecto físico pode 

ser destacado árvore de grande porte, que pode atingir a altura de até 8 metros com casca do 

caule grossa, ou ser subarbustiva, o que varia de sua regionalidade (BARBOSA & AMARAL, 

2001). Exibe poucos relatos na literatura sobre isolamento de metabólitos secundários, 

entretanto a ingestão de frutos desta espécie ocasionou a toxicidade em ovinos (COLODEL et 

al., 2004). 

E. suberosum A. St.-Hil. Pl, é conhecida como azougue-do-campo, cabelo-de-negro, 

fruta-de-pomba, galinha-choca, jacaré-do-campo, mercúrio-do-campo, sessenta-e-dois e pode 

ser encontrada nos países Guiana Francesa, Venezuela, Bolívia, Paraguai e no Brasil, nas 

regiões Norte (Acre, Amazonas e Amapá), Nordeste (Maranhão, Ceará, Pernambuco, 

Alagoas, Bahia), Centro-Oeste (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal, Goiás), 

Sudeste (Minas Gerais, Espírito Santo, Rio de Janeiro, São Paulo) e Sul (Paraná), com as 

espécies dispostas em áreas abertas no cerrado. Sua casca é utilizada para curtume; fornece 

matéria tintorial castanho-avermelhada e seus frutos são conhecidos por evitar o choco das 

galinhas (MENDONÇA & AMARAL, 2002). 

E. campestre A. St.-Hil. Pl, conhecida como cabelo-de-negro, fruta-de-tucano. 

Encontrada no Nordeste (Bahia, Ceará e Maranhão), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goiás, 

Mato Grosso do Sul e Mato Grosso), Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo) e Sul 

(Paraná), sendo mais encontrada em campo cerrado (LOIOLA, 2001). Espécie subarbustiva, 

frequentemente forma agrupamentos densos, sendo a raiz e casca utilizadas como purgativas 

(MENDONÇA & AMARAL, 2002). 

E. tortuosum Mart. Beitr é conhecida popularmente por ruta-de-pombo, moxiba-

comprida, e mercúrio-do-campo, tanto pelo aspecto ferrugíneo do caule quando descascado 

como pela coloração avermelhada de seus frutos, é uma planta arbustiva-arbórea típica dos 

cerrados, com pouca informação na literatura sobre os organismos ocorrentes e também sobre 

as substâncias que podem ser encontradas a partir de sua espécie. Encontrada nos Estados de 

Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal, Goiás, Minas Gerais e São Paulo, em 

regiões de cerrado. A casca adstringente tem aplicações na indústria pois fornece matéria 

tintorial vermelha (MENDONÇA & AMARAL, 2002). 

Como exemplos de uso popular de infusos, das raízes de E. campestre e E. tortuosum 

vêm sendo utilizado como laxante e da casca do caule de E. tortuosum como adstringente no 

caso de hemorragias (MENDONÇA & AMARAL-JÚNIOR, 2002). 
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1.5. PERFIL METABOLÔMICO 

 

 O perfil metabolômico é caracterizado por realizar análise química rápida de várias 

amostras, permitindo a classificação ou comparação de análises de substâncias que podem ter 

sido responsáveis por contaminação de um alimento ou medicamento. É conhecido por 

utilizar técnicas hifenadas, como Cromatografia Líquida de Ultra-Eficiência (CLUE-EM), 

CG-EM, além de técnicas como RMN e infusão direta por EM. A análise por fingerprinting 

em produtos naturais, auxilia na identificação das classes de compostos que são considerados 

minoritários, facilitando a classificação dos compostos presentes (KATJA-DETTMER, 

ARONOV & HAMMOCK, 2007). 

 

1.6. IDENTIFICAÇÃO DOS COMPOSTOS ORGÂNICOS VOLÁTEIS (COVs) 

 

 A maioria das plantas, são conhecidas por serem fontes de metabólitos e compostos 

orgânicos voláteis (COVs), sendo reconhecidos por seus diferentes benefícios para a 

sociedade (MOHAMMADHOSSEINI et al., 2017). Os COVs são acumulados 

biosssintetizados por vários órgãos das plantas, como caules, flores, folhas, frutos, raízes e 

sementes, e são emitidos como agentes de partir da comunição com outras espécies, sendo 

estas vegetais, animais ou com outros organismos (CÁCERES et al., 2015). 

 A notoriedade do crescente interesse nos COVs deve a sua ampla utilização em 

indústrias de alimentos, medicamentos, cosméticos, perfumaria, aromaterapia, pesticidas, 

repelentes, produtos de uso doméstico, e também ao destaque da atividade farmacológica das 

sustâncias químicas lábeis que os representam (BAKKALI et al., 2008). 

 A composição dos COVs é derivada de substâncias que são originadas de vias 

biossintéticas dos metabólitos secundários das plantas, os quais se caracterizam por possuir 

estruturas complexas, baixo peso molecular, atividades biológicas marcantes e, diferente dos 

metabólitos primários, se apresentam em baixas concentrações. É válido considerar a 

influência de fatores externos na sua composição química como: genéticos, ambientais 

(umidade, exposição ao sol, temperatura), disponibilidade de água e nutrientes e as interações 

que as espécies vegetais possuem com animais e microrganismos, conforme proposto por 

GOBBO-NETO & LOPES (2007). 

 Para separação e identificação dos COVs é comente utilizada a técnica hifenada CG-

EM, sendo precedidas pela extração, além da comparação de espectros (ADAMS, 2001). Os 

COVs podem ser extraídos através de diferentes métodos, entre eles: Soxhlet, maceração com 
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solvente, com fluido supercrítico (EFSC), microextração em fase sólida (MEFS, SPME, sigla 

em inglês), micro-ondas (MD) e métodos de destilação, como: hidrodestilação (HD), 

destilação a vapor (DV) e destilação à vácuo (ZHU et al., 2013).  

A HD vem sendo utilizada há anos, considerada como referência para extração de OE 

em uso laboratorial e industrial. Em extrações em escalas laboratoriais, é comumente utilizado 

aparelho do tipo Clevenger modificado (MOHAMMADHOSSEINI, SARKER & 

AKBARZADEH, 2017). O funcionamento da HD ocorre pela imersão do material vegetal em 

água, dispostos em um balão, que possui temperatura controlada por uma manta aquecedora, e 

conectado ao aparelho de Clevenger. Ao entrar em ebulição, os vapores de água e os voláteis 

são extraídos em direção a outro recipiente, e os OE ficam concentrados sobre a camada de 

água, sendo separados por extração líquido-líquido com o uso de um solvente orgânico 

(AUGUSTO, LOPES & ZINI, 2003). 

 Constituídos por uma mistura de hidrocarbonetos saturados e insaturados, álcool, 

aldeídos, ésteres, éteres, cetonas, óxidos, fenóis e terpenos, os OE vêm sendo destacados 

devido sua ampla utilização, em processos espirituais e terapêuticos, indústrias alimentícias e 

de cosméticos, além das propriedades medicinais que alguns apresentam, como: bactericida, 

fungicida, antimicrobiana, analgésica, sedativa, anti-inflamatória e anestésica; são usados 

também na preservação de alimentos (BAKKALI et al., 2008). Na TABELA 1.3 (p. 19), 

encontram-se apresentados COVs isolados, de diferentes espécies vegetais e suas aplicações 

biológicas segundo adaptações de Armola et al. (2009).  

Em consonância a reportada atividade biológica para os OEs de plantas, a utilização de 

técnicas rápidas para identificação química dos COVs, assim como a técnica MEFS, em que é 

realizada o preparo de amostra para extração dos compostos voláteis, não utilizando solvente 

e consistindo em extrair e concentrar (em uma etapa) por um sistema composto de headspace 

(espaço em que acondiciona a amostra em sistema fechado) e uma fibra (sílica fundida 

recoberta por polímero e/ou outro material) (ALPENDURA, 2000). 

A fibra de SPME possui extremidade (10-20 mm), sendo conectada a uma agulha oca 

e recoberta por um filme (7-100 μm), o qual possui especificação relacionada à coloração da 

fibra (TABELA 1.4, p. 20). Além disso, é necessário o condicionamento da mesma, antes da 

sua utilização. O filme é exposto sobre a amostra, aguardando o equilíbrio de extração, e após 

adsorver os analitos orgânicos na sua superfície é recolhida, conectando a fibra ao amostrador 

(holder). As substâncias adsorvidas são analisadas no CG-EM inserindo a fibra no injetor, 

ocorrendo a dessorção (PAWLISZYN et al., 1999). 
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TABELA 1.3 - Utilização de óleos essenciais, extraídos de espécies comuns e suas aplicações terapêuticas. 

ESPÉCIE 

(nome popular) 

PARTE  

DA PLANTA 

CLASSE DE COMPOSTOS 

QUÍMICOS 

APLICAÇÃO  

TERAPÊUTICA* 

Lavandula angustifólia 

(flor de lavanda) 
Flores 

 linalol, acetato de linalilo, lavandulol, acetato de 

lavandulilo, cânfora 

analgésico, antibacteriano, 

antifúngico, antidepressivo 

Citrus sinensis 

(laranja selvagem) 

frutos 

(cascas) 

tetraterpenos, aldeídos, cetonas, monoterpenos, 

álcool 

antisséptico, antimicrobiano, 

antiplasmídeo 

Cinnamomum zeylanicum 

(canela) 

tronco 

(cascas) 

aldeídos, fenois, álcoois, 

sesquiterpenos, ácido carboxílico 

adstringente, germicida, 

antibacteriano, antifúngico, 

antimicrobiano  

Eugenia caryophyllata 

(óleo de cravo) 
broto (fruto) fenois, ésteres, sesquiterpenos, óxidos 

antifúngico, antibacteriano,  

anti-inflamatório 

Eucalyptus radiata 

(eucalipto) 
Folhas monoterpenos, aldeídos óxidos, álcoois 

anestésico, 

 antisséptico 

Rosmarinus officinalis (alecrim) flores e folhas 
óxidos, monoterpenos, sesquiterpenos, álcoois, 

cetonas 
antimicrobiano, antifúngico 

*NOTA: Adaptação extraída do artigo “Essential Oils Following Traumatic Burn Injury: A Case Study”, de JOPKE, SANDERS & WHITE-TRAUT, publicado em Journal of 

Pediatric Nursing, v. 34, 72-77, 2017. Foi apresentada por ARMOLA, BOURGAULT, HALM et al. em “AACN levels of evidence: What's new?”, Critical Care Nurse, n. 

29, v. 4, p. 70-73, 2009, onde estão dispostas as referências utilizadas. 
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TABELA 1.4 - Especificações das fibras utilizadas, segundo o fabricante Supleco, Bellefonte, PA. 

NOME DA FIBRA SIGLA Df/µm ∆T (ºC)* CONDICIONAMENTO COR APLICAÇÃO TÍPICA 

polidimetilsiloxano PDMS 100 200-270 250 °C por 0,5 h vermelha apolar, volátil  

poliacrilato PA 85 220-310 280 °C por 1 h branca polar, uso geral 

carboxen/ 

polidimetilsiloxano** 
CAR/PDMS 75 240-300 300 °C por 1 h preta semipolar, volátil, gasosos, análise de traços 

polidimetilsiloxano / 

divinilbenzeno** 
PDMS/ DVB 65 200-270 270 °C por 1 h azul polar 

divinilbenzeno/ 

carboxen/ 

polidimetilsiloxano 

DVB/CAR/ 

PDMS 
50/30 ---- 250 °C por 0,5 h cinza ampla faixa de polaridade (C3 a C20) 

*∆T: faixa e temperatura indicada para dessorção; ** mecanismo de extração predominante: adsorção. 

 

Em relação a outras metodologias, a SPME exibe vantagens em relação aos métodos convencionais, tratando-se de uma técnica de 

extração rápida, sensível e de baixo custo (PAWLISZYN, 2000; KARAMI-OSBOO, MIRI & JASSIB, 2015; SPIETELUN et al., 2013; ZHU et 

al., 2013; LIU et al., 2014). 
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2. OBJETIVOS 

 
2.1 - OBJETIVO GERAL 
 

 O presente trabalho teve como objetivo geral analisar o perfil químico de quatro 

espécies do gênero Erythroxylum (Erythroxylaceae), assim como realizar o estudo químico do 

extrato etanólico das folhas de E. deciduum. 

 

2.2 - OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Realizar o perfil químico dos extratos das folhas de E. tortuosum, E. campestre, 

E. suberosum, E. deciduum, a fim de traçar a identidade dos metabólitos secundários 

presentes nas espécies; 

• Realizar o estudo químico do extrato etanólico das folhas de E. deciduum, 

identificação e caracterização de metabólitos secundários; 

• Realizar o estudo da composição química dos voláteis das folhas, de E. deciduum 

através das técnicas de hidrodestilação e SPME; 

• Submeter os extratos obtidos à avaliação do potencial biológico frente a teste 

citotóxico com células tumorais 4T1 e HeLA (saudáveis humanas). 
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

 

3.1 - MATERIAIS UTILIZADOS 

 

3.1.1 - Reagentes 

 

• Reveladores: 

- Solução ácida de vanilina, preparada a partir de 3,0 g de vanilina dissolvida em 

solução contendo 135 mL de água destilada, 135 mL de metanol e 30 mL de ácido 

sulfúrico concentrado; 

- Solução de Dragendorff, preparada a partir de 1 mL de solução estoque do reagente 

subnitrato de bismuto (BiONO3) com 2 mL de ácido acético glacial e 10 mL de água 

destilada; 

- Solução de cloreto férrico (FeCl3), preparada a partir da dissolução de 1 g de cloreto 

férrico em 100 mL de água destilada; 

- Solução de iodocloroplatinado preparado a partir da mistura da solução A, B e água 

destilada, na proporção 1:9:10. Solução A: solução aquosa a 5% (m/m), de ácido 

hexacloroplatínico (IV); Solução B: solução aquosa a 10% (m/m), de iodeto de 

potássio. 

 

3.1.2 - Solventes 

 

• Solventes grau P.A. (hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona, metanol, 

etanol,), de diversas marcas; 

• Solventes grau CLAE (ácido fórmico, hexano, acetona, metanol, diclorometano, água 

e acetonitrila), marcas Panreac, Tedia J. T. Baker e Sigma-Aldrich; 

• Solventes deuterados para a obtenção dos espectros de RMN: clorofórmio, metanol, 

acetona, água e DMSO, marcas Sigma-Aldrich, Merck, Across e Deutero. 

 

3.1.3 - Fases Estacionárias 

 

• Cromatografia em coluna aberta (CC): Sephadex LH-20 (Amershan Pharmacia 

Biotech); Sílica gel 60 (230-400 mesh) e Sílica gel 60 (70-230 mesh), ambas da marca 

Macherey-Nagel; 
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• Cromatografia em camada delgada (CCD): Sílica gel 60 com indicador de 

fluorescência (F254 nm) (Φ = 0,2 mm), em folhas de alumínio da Marca Fluka e 

Macherey-Nagel; 

• Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP): Cromatoplaca DC-

Fertigplatten ADAMANT UV254, sílica gel 60 - 0,25mm (20×10 cm) com 

fluorescência em UV254, marca Macherey-Nagel; 

• Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE): colunas Agilent Zorbax Eclipse 

XDB-C18 (5 μm, 150×4,6 mm); Coluna empacotada no laboratório SEPARARE - 

UFSCar com fase Phenomenex Fenil-Hexil - Luna (10 μm, 250×70 cm); 

• Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de massas (CG-EM): coluna HP-5 

MS - Agilent (5% fenil - 95% metilpolissiloxano (30 m×0,250 μm×0,25 μm). 

 

3.1.4 - Equipamentos 

  

• Balança analítica: OHAUS AR2140; 

• Estufa de secagem: Nova Ética 220W; 

• Câmara de luz ultravioleta com irradiação de luz no comprimento de onda de 254 e 

365 nm, marca Espectroline, modelo CM-26 UV; 

• Evaporador rotativo: Marca Fisatom, modelo 801, com banho de aquecimento redondo 

Fisatom, modelo 550 e bomba de hidrovácuo da marca VACUUBRAND + GO KG, 

modelo ME-1C. 

• SpeedVac; Marca Thermo Scientific, com centrífuga modelo SC110/SC110A/SC210A 

acoplada a refrigerador modelo RVT5105; 

• Homogeneizador dispersor Ultra-turrax: IKA ULTRA-TURRAX, modelo T18 digital; 

• Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (CLAE): sistema analítico da marca Agilent, 

modelo 1260 Infinity, bomba quaternária, com detector de arranjo de diodos (DAD), 

injetor manual e software EZChrom Edition;  

• Cromatógrafo à Gás acoplado ao Espectrômetro de Massas (CG-EM) com ionização 

por elétrons (70 eV) marca Agilent, modelo 7820 A - Series MSD 5975, e amostrador 

automático; 

• Espectrômetro de massas: MicroTOF III (Brucker Daltonics, Bremen, Germany) 

equipado com uma fonte de ionização por eletrospray (ESI) (Brucker Daltonics, 
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Bremen, Germany). Experimentos realizados em colaboração com a Profa. Dra. 

Quezia Bezerra Cass da Universidade Federal de São Carlos, São Carlos – SP; 

• Ressonância Magnética Nuclear (RMN): 

- Equipamento da marca Bruker, modelo Avance III HD (9,2 TESLA) operando em 

frequência de 400 MHz para os núcleos de 1H e 13C. Experimentos realizados em 

colaboração com o Instituto de Química, da Universidade Federal de Uberlândia, 

Uberlândia – MG; 

- Equipamento da marca Bruker, modelo Avance III - 11,7 Tesla (500 MHz para 1H). 

Experimentos realizados em colaboração com o Instituto de Química, Universidade 

Federal de Goiás, Goiânia – GO. 

 

3.1.5 - Micro extração em fase sólida (SPME) 

 

• Fibras PDMS (100 μm), PA (85 μm), CAR/PDMS (75 μm), DVB/CAR/PDMS (50/30 

μm) e PDMS/ DVB (65μm) da marca Supelco; 

• Holder (suporte manual de fibra SPME) da marca Supelco; 

• Vials para headspace (20 mL) da marca Agilent; 

• Padrões: mistura de hidrocarbonetos alifáticos, com n-alcanos de C5-C36 da marca 

Supelco. 

 

3.2 - METODOLOGIA 

 

3.2.1 - Coleta do material vegetal 

 

As coletas foram realizadas nas dependências da fazenda da Universidade Federal de 

Goiás – Regional Catalão, sob a Autorização CNPq nº 010698/2013-2, armazenando os dados 

e coordenadas (GPS: S18°09'16.4"; W47°55'43.2") para coletas futuras. Esta etapa foi 

realizada em colaboração com o Prof. Dr. Hélder Nagai Consolaro (Unidade Acadêmica 

Especial de Biotecnologia - UFG/RC), que realizou a identificação do material vegetal. Foram 

realizadas duas coletas, sendo estas nos dias 05 de dezembro de 2016 e 25 de março de 2017. 
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3.2.2 - Estudo dos compostos voláteis (COVs) 

  

3.2.2.1 - Extração do óleo essencial de E. deciduum por hidrodestilação (HD) 

 

Após coleta das folhas frescas de E. deciduum (25 de março de 2017), o material 

vegetal foi cortado em pequenas partes e submetido à hidrodestilação por 4 horas, utilizando 

um aparelho de Clevenger adaptado. O procedimento foi efetuado em triplicata, empregando 

alíquotas de 80 g de folhas fresca em cada uma das extrações. Posteriormente foi feito a 

extração líquido-líquido dos hidrolatos utilizando diclorometano (3×40 mL) e o solvente foi 

evaporado em capela sob temperatura ambiente. Os óleos essenciais (OE) obtidos foram 

armazenados em congelador (-20 ºC) até análise em CG-EM. 

 

3.2.2.2 - Extração dos compostos voláteis das folhas de E. deciduum por micro extração em 

fase sólida (MEFS) 

 

As folhas de E. deciduum foram coletadas às 09h (25 de março de 2017) na fazenda da 

UFG – Regional Catalão, armazenadas em caixa de isopor para transporte e submetidas 

rapidamente às extrações dos COVs no LABIOrg da UFG/RC. Foi inserida uma folha intacta 

dentro de cada vial (tipo headspace) que foi lacrado imediatamente, permanecendo em 

repouso por 15 minutos para conceber equilíbrio dentro dos vials. Posteriormente, as fibras 

foram expostas ao headspace (sem encostar nas folhas) sob temperatura ambiente, variando 

de 27,5 a 29,0 ºC, durante 60 minutos. Após a exposição, as fibras foram recolhidas e 

reservadas em tubos de ensaio vedados e mantidos sob resfriamento até a análise por CG-EM. 

Foram utilizadas fibras PA, PDMS, CAR/PDMS, DVB/CAR/PDMS e PDMS/DVB, sendo 

todos os experimentos foram realizados em triplicata a fim de obter diferentes condições de 

extrações e assim identificar COVs distintos. 

 

3.2.2.3 - Identificação dos COVs 

 

 Os COVs obtidos por hidrodestilação e por HS-MEFS, foram analisados por 

Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectrometria de Massas utilizando os seguintes 

parâmetros: gradiente de temperatura: 60 °C/4 min, 5 °C/min até 300 ºC, com tempo total de 

análise 57 minutos. Foi utilizado hélio como gás de arraste (1 mL/min), no modo split (razão 

1:10), volume de injeção de 1 μL e no modo scan (45-450 u.m.a.). Os parâmetros de 
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temperaturas foram: 250 ºC para o injetor, 280 ºC para a interface, 230 ºC para a fonte de 

ionização e 150 ºC para o quadrupolo. A análise dos dados foi realizada a partir do software 

Origin versão 8.6. 

A identificação dos compostos presentes no OE e nas fibras foi realizada através do 

cálculo do índice de retenção de Kovats (IK), e comparação dos seus respectivos espectros de 

massas da literatura, dos padrões comerciais e com os dados da biblioteca NIST/EPA/NIH, 

software disponível no equipamento CG-EM. O IK foi calculado por meio da relação dos 

tempos de retenção (tR) de uma série de n-alcanos (C8-C36) com os tempos de retenção obtidos 

nos cromatogramas, utilizando o software RetenSoft, desenvolvido por Péricles Alves Barreto 

e Rubens de Souza Matos Júnior, em 2008, baseado na fórmula desenvolvida para este tipo de 

relação matemática (ADAMS, 2007). 

 

3.2.3 - Estudo dos constituintes químicos não-voláteis 

 

3.2.3.1 - Preparação dos extratos etanólicos de Eythroxylum 

 

As espécies do gênero Erythroxylum (E. campestre, E. deciduum, E. tortuosum 

e E. suberosum) foram coletadas no dia 6 de outubro de 2015 conforme detalhamento descrito 

anteriormente (item 3.2.1). As folhas coletadas foram secas na estufa (T = 50 °C), moídas, 

pesadas e submetidas à extrações com: homogeneizador dispersor ultra turrax e maceração. 

 Os extratos das folhas das quatro espécies de Erythroxylum foram preparados 

utilizando homogeneizador dispersor do tipo ultra turrax, nas condições 8 RPM por 5 

minutos, a partir de alíquotas de 10 g do material vegetal (seco e moído) e 150 mL de solvente 

(hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, sucessivamente). As extrações foram 

realizadas três vezes e após cada extração, o material foi filtrado e o solvente foi destilado em 

evaporador rotativo à baixa pressão, obtendo 16 extratos (quatro extratos para cada espécie). 

Além disso, também foi preparado o extrato etanólico de E. deciduum utilizando as mesmas 

condições. 

O extrato etanólico das folhas E. deciduum (EEF) foi preparado utilizando 200 g de 

folhas e 450 mL de solvente, realizando extrações a cada três dias, a temperatura ambiente, 

sendo o procedimento repetido por três vezes. Após cada extração, o material foi filtrado e o 

solvente evaporado em evaporador rotativo à baixa pressão. Em seguida, 15 g do EEF foi 

solubilizado em 300 mL de MeOH/H2O (3:7) e submetido a extração líquido-líquido, 

utilizando 200 mL de solventes de diferentes polaridades (hexano, diclorometano e acetato de 
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etila, sucessivamente), em triplicata. Os solventes foram destilados, obtendo as frações: 

hexano (FH), diclorometano (FD), acetato de etila (FA) e metanol/água (FM), as quais foram 

analisadas por CCD e CLAE-DAD, de onde foi possível selecionar FA para o fracionamento 

cromatográfico (ANEXO I). 

 

3.2.3.2 - Fracionamento cromatográfico da fração acetato de etila (FA) 

 

A fração FA (4,43 g) foi submetida a cromatografia em coluna (CC) (φ = 6,0 cm, h = 

15 cm), utilizando sílica gel (70-230 mesh) como fase estacionária e eluição gradiente em 

ordem crescente de polaridade utilizando AcOEt até 100 % de MeOH. O AcOEt utilizado foi 

saturado com água destilada via extração líquido-líquido. Foram obtidas 9 frações 

(FLUXOGRAMA 3.1), que foram analisados por cromatografia em camada delgada (CCD), 

reveladas sob inspeção em câmara de UV (254 e 365 nm), solução ácida de vanilina ou 

revelador de Dragendorff. 

 

FLUXOGRAMA 3.1 - Fracionamento da fração acetato de etila (FA). 

 

 

 

3.2.3.2.1 - Refracionamento cromatográfico da subfração FA4  

 

 A subfração FA4 (0,214 g) foi submetida a CC utilizando fase estacionária de 

permeação em gel (Sephadex LH-20) utilizando metanol como fase móvel, em eluição 

isocrática. As frações resultantes foram analisadas por CCD, em diferentes sistemas de 

eluentes (Hex/AcOEt/ MeOH) e selecionou a fração 4.5 (FA4.5) para cromatografia em 

camada delgada preparativa de fase reversa (CCDP). Ao solubilizar a subfração 4.5 em 

acetato de etila, formou duas frações: o precipitado (FA4.5P) e o sobrenadante (FA4.5S). 

O fracionamento da FA4, resultou no isolamento da substância I, (FLUXOGRAMA 

3.2, p. 27), sendo a mesma caracterizada por análise dos espectros de CLUE-EM, RMN de 1H 

e 13C, assim como experimentos bidimensionais, em comparações com dados da literatura.

h = 15 cm; ϕ = 6 cm 
Sílica comum: Eluição gradiente (AcOEt, MeOH) 
  

FA 

4,43 g 

7  
1,524 g 

9  
0,349 g 

8  
0,343g 

1  
0,458 g 

2  
0,180 g 

3  
0,499 g 

4  
0,214 g 

6 
0,302 g 

5  
0,365 g 
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FLUXOGRAMA 3.2- Fracionamento da subfração FA4. 

 

 

 

3.2.3.2.2 - Refracionamento cromatográfico da subfração FA5  

 

A subfração FA5 (365 mg) foi submetida a CC utilizando como fase estacionária sílica 

modificada do tipo C18 e eluição em modo gradiente de 10 % H2O a 100 % MeOH. Após 

análise por CCD, a subfração FA5.3 foi refracionada por CC, utilizando Sephadex LH-20 em 

modo isocrático de eluição (MeOH). As 9 subfrações obtidas foram analisadas por CCD, 

resultando no isolamento da substância II (FLUXOGRAMA 3.3, p. 28), que foi identificada a 

partir da análise dos dados de RMN de 1H, DEPT-135 e experimentos bidimensionais COSY 

1H, HSQC e HMBC, CLUE-EM e comparações com dados da literatura. 

4.1  
6 mg 

4.2  
8 mg 

4.9  
13 mg 

4.3  
12 mg 

4.8  
19 mg 

4.4  
15 mg 

4.5  
20 mg 

4.7  
12 mg 

4.6  
14 mg 

4.10  
7 mg 

4.11  
8 mg 

h = 48 cm; ϕ = 2 cm 
Sephadex LH-20 
Eluição isocrática: MeOH 

FA4 

214 mg 

Substância I 

Precipitou em AcOEt 

4.5S  
12 mg 

4.5P  
5 mg 
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FLUXOGRAMA 3.3 - Fracionamento da subfração acetato de etila 5 (FA5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.3.3 - Perfil químico dos extratos de Erythroxylum  

 

O perfil metabolômico dos constituintes químicos presentes nas folhas foi 

traçado a partir da análise dos 16 extratos obtidos por homogeneizador ultra turrax 

(E. campestre, E. deciduum, E. tortuosum e E. suberosum) e dos 3 extratos etanólicos 

das folhas de E deciduum, obtidos por maceração e homogeneizador ultra turrax. As 

análises foram realizadas utilizando CLAE-UV-DAD, CG-EM e RMN de 1H. 

Para as análises em CLAE-UV-DAD, as amostras foram filtradas em membrana 

0,22 μm PFE (Millex) e posteriormente injetadas manualmente 30 µL (mg/mL) de cada 

amostra, preparadas em metanol/água (1:1), em 2 condições de coluna e eluição, sendo 

que ambas mantiveram fluxo de 1,0 mL.min-1 detecção nos comprimentos de onda 217, 

220, 240, 254 e 365 nm, durante 60 minutos. 

- Condição 1: coluna XDB-C18 (5 μm), com fase móvel metanol/água em gradiente 

exploratório de 10-90% de metanol; 

- Condição 2: coluna feni-hexil – Luna (10 μm), com fase móvel: Solvente A –

água/ácido fórmico (99,9:0,1, v/v) e B – acetonitrila/ácido fórmico (99,9:0,1, v/v), 

5.2  
23 mg 

5.9-5.14  
23 mg 

5.3  
40 mg 

5.8  
13 mg 

5.4  
12 mg 

5.5  
15 mg 

5.7  
7 mg 

5.6  
6 mg 

Sílica C18 - h = 20 cm; ϕ = 2,5 cm  
Eluição gradiente: MeOH/ H20 

FA5 

365 mg 

5.3.1 
1,8 mg 

5.3.2 
0,4 mg 

5.3.3 
6,2 mg 

5.3.4 
7,4 mg 

Substância II 

5.3.5 
1,3 mg 

5.3.6 
3,6 mg 

5.3.8 
3,4 mg 

5.3.9 
2,7 mg 

5.3.7 
5,8 mg 

Sephadex LH-20   h = 48 cm; ϕ = 2 cm 
Eluição isocrática: MeOH 

5.3.9 
4,2 mg 

5.1  
18 mg 
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Eluição gradiente: 0-20 min. (24% B); 20-50 min. (24-50% B); Injeção de 30 µL 

(mg/mL) das amostras preparadas em metanol/água (1:1, v/v). 

  Nas análises em CG-EM as amostras foram solubilizadas em hexano ou acetona, 

e utilizou como condições cromatográficas fluxo de 1,0 mL.min-1, hélio como gás de 

arraste e duas rampas de aquecimento, sendo: 

- Método 1: com programação de temperatura de 150 ºC (1 min), 150 a 250 ºC (10 

ºC/min); 250 ºC (4 min); 250 a 280 ºC (10 ºC/min); 280 ºC por 20 min, modo de injeção 

split (20:1), operando a 250 °C. 

- Método 2: com programação de temperatura de 75 ºC (1 min), 35 ºC/min até 100 ºC (5 

min), 45 ºC/ min até 150 ºC (5 min), 55 ºC/min até 200 ºC (15 min), 65 ºC/min até 240 

ºC (2 min), com modo de injeção splitless, operando a 280 °C. 

 

3.2.4 – Análises por CLUE-EM do extrato etanólico de E. deciduum obtido por 

percolação e das substâncias I e II 

 

 As análises por CLUE-EM foram realizadas em colaboração com a Profa. Dra. 

Quezia Bezerra Cass da Universidade Federal de São Carlos, para a substância I e II e o 

extrato etanólico de E. deciduum. 

  Utilizou um sistema de CLUE (Agilent 1290 Infinity II Kioto, Japão) que possui 

duas bombas LC-20AD, sendo uma equipada com válvula solenoide de quatro linhas, 

autoinjetor SIL-20A com alça de amostragem de 500 μL, degaseificador DGU-20A5, 

forno CTO-20A e controladora CBM 20A. As análises foram realizadas utilizando 

coluna Sulpelco® Ascentis Express C18 de núcleo fundido (2,7; 10×0,21 cm), com 

detector de UV, 254 e 365 nm, fases móveis utilizadas: solvente A - água/ácido fórmico 

(99,9:0,1, v/v) e B - acetonitrila. O gradiente utilizado foi: 0-15 min, 90-50% B; 15-16 

min, 50-50%; 16-20 min 100 % B. A coluna foi submetida a limpeza com 100%; B por 

5 minutos e recondicionada nas condições iniciais por 5 minutos. Foram injetados 5 μL 

de extrato a 1 mg.mL-1, solubilizados em água/metanol (70:30, v/v). O sistema de 

cromatografia líquida encontra-se acoplado ao espectrômetro de massas QqToF Impact 

HD (Bruker Daltonics GmbH, Alemanha) equipado com fonte de ionização ESI. Foram 

realizados experimentos de íons totais e de íons produtos (auto - MS/MS) nos dois 

modos de ionização em uma faixa de massas de 80 a 1300. As condições da fonte de 

ionização foram: nebulizador 1,7 bar, vazão do gás de secagem 9,3 L.min-1, temperatura 

de secagem 200 ºC, tensão do End Plate e capilar de 500 V e 4500 V, respectivamente. 
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Foram 5 experimentos de íons produtos em ambos os modos de ionização variando a 

energia de fragmentação. As energias foram 20, 30, 40, 50 e 60 eV. O processamento 

dos dados foi realizado com o software Data Analysis (Bruker Daltonics GmbH, 

Alemanha) e as pesquisas nas bases de dados foram realizadas a partir do componente 

Compound Crawler. 

 

3.2.5 - Ensaios de citoxicidade 

 

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em colaboração com a Profa. Dra. 

Rosy Iara Maciel de Azambuja Ribeiro da Universidade Federal de São João del-Rei. 

Para a avaliação citotóxica dos extratos utilizou linhagens de células HeLA para os 

extratos obtidos por homogeneizador ultraturrax e 4T1 para o extrato etanólico das 

folhas de E. deciduum obtido por maceração.  

As células foram semeadas em placas de 96 poços com 5×103 células por poço e 

incubadas overnight em estufa de CO2 (5%), à 37 ºC. Para preparar os tratamentos, as 

amostras foram diluídas em DMSO (1%) e meio DMEM (Dulbecco MEM) 

suplementado com 0,5% de SFB (soro fetal bovino). Após 24 horas de incubação as 

células receberam os tratamentos com as amostras, em diferentes concentrações, por 48 

horas. Para a obtenção das curvas analíticas e avaliação da citotoxicidade, o extrato 

etanólico de E. deciduum, obtido por maceração, foi diluído nas concentrações de 5, 10, 

25, 50, 75 e 100 µg.mL-1 e avaliados no ensaio utilizando a linhagem de células murina 

4T1 (carcinoma mamário murino). Os extratos obtidos utilizando o equipamento 

homogeneizador ultra turrax foram diluídos a 50; 75 e 100 µg.mL-1 e avaliados no 

ensaio utilizando a linhagem de células HeLa (testados na linhagem humana). 

A viabilidade celular foi quantificada usando o reagente colorimétrico MTT. 

Este composto ao ser colocado em contato com as células viáveis é reduzido a um 

composto colorido, o formazan, através da enzima mitocondrial desidrogenase. A 

metabolização do composto é diretamente proporcional ao número de células viáveis e 

pode ser lido a um comprimento de onda de 570 nm. 

A absorbância foi medida utilizando o leitor de placa de ELISA, após 2 horas de 

incubação com 10 µL de MTT diluído em 90 µL de DMEM. Os resultados dos valores 

de absorbância foram convertidos em média de porcentagem ± desvio padrão de 

viabilidade celular e normalizados na presença do veículo DMSO, utilizando o software 

Excel 2010. Em seguida, os dados normalizados foram analisados utilizando o software 
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GraphPad PRISM version 5, por regressão não linear, obtendo os valores da IC50. 

Ainda não foram realizadas análises com controles positivos. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 - Estudo dos constituintes voláteis de E. deciduum 

 

4.1.1 - Perfil do óleo essencial de E. deciduum e identificação dos compostos químicos 

 

Os óleos essenciais (OE) obtidos a partir das folhas frescas da espécie E. 

deciduum, apresentaram aspecto incolor. A utilização de folhas frescas, em todas as 

extrações, deve-se à perda de constituintes voláteis, quando se utiliza folhas secas. A 

comparação dos cromatogramas obtidos nas duas hidrodestilações sugere similaridade 

de perfil dos COVs mesmo em épocas diferentes do ano, apresentando tempos de 

retenção aproximados na maioria dos compostos. Entretanto, o cromatograma referente 

a extração do dia 25 de março de 2017 apresentou maior concentração de compostos, 

em relação a porcentagem da área normalizada, sendo utilizada para identificação dos 

compostos presentes nos COVs. Na TABELA 4.1 estão apresentados os valores das 

massas utilizadas nas hidrodestilações, realizados em triplicata, e seus respectivos 

rendimentos. 

 

TABELA 4.1 - Massas e rendimentos dos óleos essenciais obtidos a partir das hidrodestilações  

 Hidrodestilação 

Massa (g) 

das folhas 

frescas 

Massa (mg) 

dos OE 

Rendimento 

(%) 

C
o
le

ta
  

0
5
/1

2
/2

0
1
6

 1ª 81,5 5,1 0,00625 

2ª 80,0 5,2 0,00637 

3ª 82,0 5,3 0,00646 

C
o
le

ta
  

2
5
/0

3
/2

0
1
7

 1ª 80,1 4,1 0,00328 

2ª 80,0 3,8 0,00304 

3ª 81,5 4,3 0,00344 

  

Foi encontrado apenas um estudo dos constituintes voláteis de E. deciduum, 

realizado por Verde et al. (2016) a partir das folhas secas desta espécie, o que 

apresentou perfil químico distinto, fenômeno justificado devido as diferentes condições 

de extração, como: folhas secas, tempo, temperatura e solvente utilizado na extração 
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líquido-líquido, e também as influências do ambiente de coleta, que interferem no 

rendimento e na composição dos COVs (BIERI et al., 2006, ASBAHANI et al., 2015; 

KILLINY & JONES, 2017). 

A separação dos constituintes químicos foi realizada via CG-EM, sendo possível 

realizar a identificação de 26 compostos orgânicos voláteis (FIGURA 4.1). Dos 

compostos extraídos e caracterizados, 87,82% correspondendo a compostos voláteis 

comumente encontrados em plantas (MOHAMMADHOSSEINI et al., 2017). 

A espécie E. deciduum apresentou como constituição química principal, 

hidrocarbonetos alifáticos, correspondendo 75,38% do total de compostos identificados, 

sendo o composto majoritário o triacontano (C30H62 - O16,95%). Além destes, também 

foram identificados, cetonas (6,25%), aldeídos (0,19 %), álcoois (2,1%), ésteres 

(1,62%), esteroides (0,81%) e outros (1,46%). 

 

FIGURA 4.1 - Cromatograma do óleo essencial de E. deciduum obtido na hidrodestilação 2 

(coleta do dia 25/03) 

 

 

 

Na TABELA 4.2, estão dispostos os compostos que foram extraídos e 

identificados a partir do óleo essencial.  
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FIGURA 4.2 - Cromatogramas de hidrocarbonetos utilizados como padrões (C8-C36), em ordem 

crescente de tR. 

 

 

A análise do perfil cromatográfico do óleo essencial levou a identificação de 

hidrocarbonetos que apresentaram tempos de retenção (tR) similares aos 

hidrocarbonetos utilizados como padrões (C8-C36) (FIGURA 4.2). 

 

Padrões C8-C30 Padrões C24-C36 
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TABELA 4.2 - Compostos identificados a partir dos OEs das folhas frescas de E. deciduum. 

N° 
tR 

 (min) 
Compostos % 

Identificação 

IKcal IKADAMS EM 

1 4,24 4-hidroxi,4-metil-2-pentanona 5,51 - - x 

2 14,55 1-(2-butoxietoxi)2-propanol 0,29 1198 - x 

3 14,91 decanal 0,19 1209 1202 x 

4 23,06 2,5-bis(1,1-dimetiletil)fenol 0,19 1518 - - 

5 31,07 n-hexadecanol 1,62 1785 1875 x 

6 31,28 epi- acetato de bisabolol 0,31 1796 1802 - 

7 31,94 octadecano 0,72 1830 1800 x 

8 32,73 nonadecano 0,74 1870 1900 - 

9 34,96 eicosano 0,60 2017 2000 x 

10 37,00 heneicosano 0,30 2104 2100 x 

11 37,57 abienol 0,81 2155 2149 - 

12 37,81 butil-metil-hexadecanoato 0,80 2177 - x 

13 38,25 tributil-acetilcitrato 0,82 2216 - x 

14 38,68 tricosano 1,58 2255 2300 x 

15 40,33 tetracosano 2,25 2444 2400 x 

16 41,90 pentacosano 4,80 2577 2500 x 

17 43,43 heptacosano 7,69 2655 2700 x 

18 44,66 octocrileno 2,16 2718 - x 

19 44,89 octacosano 11,65 2729 2800 x 

20 46,30 nonacosano 10.48 2901 2900 x 

21 47,67 triacontano 16.95 2903 3000 x 

22 48,98 dotriacontano 7,47 3203 3200 x 

23 50,26 tritriacontano 7,99 3300 3300 x 

24 51,50 tetratriacontano 4,66 3394 - x 

IKcal: índice de retenção de Kovats calculado utilizando o software RetenSoft. IKADAMS: índice de 

etenção de Kovats descrito por ADAMS, 2007. EM: identificado pela biblioteca NIST.
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4.1.2 - Identificação dos compostos químicos obtidos a partir de MEFS para E. 

deciduum 
 

 Para a obtenção do perfil químico dos voláteis das folhas frescas de E. 

deciduum, foram realizadas análises via MEFS, utilizando as fibras PA, PDMS, 

CAR/PDMS, DVB/CAR/PDMS, PDMS/DVB, e as folhas frescas coletadas no dia 25 

de março de 2017, para comparação com os compostos voláteis extraídos por 

hidrodestilação. 

Foram utilizadas diferentes fibras visando identificar o maior número de 

constituintes químicos, já que as mesmas são caracterizadas por apresentarem diferentes 

polaridades na constituição do seu revestimento, e a partir das suas interações com o 

material a ser adsorvido, possibilita a identificação de diferentes classes de COVs 

(BICCHI, DRIGO & RUBIOLO, 2000; CASTRO-VÁRQUEZ et al., 2006). Nesse 

contexto, as fibras utilizadas foram: PA para compostos polares, PDMS para os de 

polaridade intermediária; e CAR/PDMS, DVB/CAR/PDMS, PDMS/DVB para os 

compostos de média polaridade, devido sua constituição mista. 

 Cáceres e colaboradores (2015) e Dawidowicz & Dybowski (2016) avaliaram a 

eficiência de extração utilizando fibras diferentes polaridades. Mesquita et al. (2017) 

destacam a importância da seletividade da fibra e a influência direta de alguns fatores 

na extração e eficiência da análise, tais como: polaridade, revestimento, tempo, 

temperatura, quantidade e estado físico da amostra. 

Dentre as fibras utilizadas neste trabalho, as fibras DVB/CAR/PDMS, 

CAR/PDMS e PDMS/DVB possibilitaram a identificação de um maior número de 

substâncias (FIGURA 4.3a, 4.4c e 4.4e, p. 37 e 38), uma vez que as fibras mistas 

apresentam uma maior faixa de polaridade. Já a fibra com revestimento PDMS foi a que 

apresentou menor retenção em porcentagem a área normalizada, justificada pela 

retenção de compostos menos polares, como os compostos 3, 15 e 20. Dentre estes, os 

compostos 3 e 15 foram adsorvidos por todas as fibras utilizadas, assim como disposto 

na FIGURA 4.3a-e. Os cromatogramas foram otimizados utilizando o Origin 8.6, e os 

compostos identificados estão apresentados na TABELA 4.3.
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FIGURA 4.3 - Cromatogramas obtidos das análises com diferentes fibras via MEFS das folhas 

de E deciduum. 
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Os compostos identificados como 1, 3, 4 e 12, são COVs agentes de defesa, 

emitidos quando a planta se encontra em situações de ameaça, contra insetos ou 

outros riscos (SMITH & BECK, 2015). 

O composto 1, apresentou maior adsorção para a fibra CAR/PDMS, enquanto 

que para as fibras PDMS/DVB, PA e DVB/CAR/PDMS, os compostos tiveram menor 

porcentagem em relação a área normalizada, sendo notório a seletividade e sensibilidade 

para este tipo de revestimento. Nesse contexto, Silva & Câmara (2013) destacam a 

eficiência da utilização de fases mistas de fibras empregadas na análise MEFS para 

folhas de espécies vegetais. 
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TABELA 4.3 - Compostos identificados a partir da extração dos COVs por MEFS in vitro das folhas frescas de E. deciduum. 

N° tR (min) Compostos 

Fibras Identificação 

a b c d e IKcal IKADAMS EM 

1 4,55 (Z)-3-hexenol  x - x x x - - x 

2 7,40 ciclohexil-dodecil-éster - - x - x 1011 - x 

3 8,80 (3Z)-acetato de hexenila  x x x x x 1105 1005 x 

4 8,97 (3Z)-hexenil-metil-carbonato - - - x x 1108 1091 x 

5 9,08 (5Z)-octenol - - - x x 1110 1099 - 

6 9,47 (2E, 4E)-octadienol x - x x x 1116 1116 - 

7 10,28 formiato de octila x - x x x 1129 1130 - 

8 10,45 -metil-metanol-ciclobutano - - - x x 1132 - x 

9 10,97 2-metil-1-undecanol - - - - x 1140 - x 

10 11,11 (trans-p) ment-2-en-1-ol - - - x x 1142 1140 - 

11 11,68 3,3-dimetil-2-butenil-butanoato - - x x x 1152 1151 - 

12 14,30 (3Z)-hexenil butanoato x - x x x 1194 1186 x 

13 14,75 dodecano - - - x x 1204 1200 - 
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14 15,25 2,3,4-trimetil-hexano - - - x x 1222 - x 

15 15,40 benzotiazol x x x x x 1228 - x 

16 15,90 3,3-dimetil-hexano - - - x - 1245 - x 

17 16,91 tridecano x - - x x 1282 1300 - 

18 17,86 acetato de diidro-citronelol - - - x - 1317 1320 - 

19 20,73 α-copaeno - - - - x 1424 1376 - 

20 27,45 éster dietílico do ácido fumárico - x x - x 1655 - x 

21 39,77 não identificado* - x x - - - - x 

a: fibra PA; b: fibra PDMS; c: fibra CAR/PDMS; d: fibra PDMS/ DVB; e: fibra VB/CAR/PDMS. IKcal: índice de retenção de Kovats calculado utilizando o 

software RetenSoft. IKADAMS: índice de retenção de Kovats descrito por ADAMS, 2007. EM: identificado pela biblioteca NIST. *Composto derivado de 

grupos silanóis, o que sugere "sangramento de coluna". 
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A partir da utilização das técnicas de hidrodestilação e MEFS para extração dos COVs 

das folhas frescas de E. deciduum, foi possível traçar um perfil da classe de compostos 

orgânicos voláteis presentes nesta espécie. Destaca-se que até a realização das análises, não 

foram encontrados estudos semelhantes para espécies do gênero Erythroxylum utilizando a 

técnica MEFS. Em comparação com as duas técnicas de extração utilizadas, na 

hidrodestilação foi possível identificar majoritariamente compostos n-alcanos, enquanto que a 

partir da técnica de MEFS foram também identificados compostos mais oxigenados. Além 

disso, também deve ser mencionado a vantagem da utilização da técnica de MEFS, segundo 

princípios da Química Verde, devido a não utilização de solventes orgânicos e a facilidade de 

realização das análises por não envolver pré-tratamento da amostra (SMITH & BECK, 2015). 

 

4.2 - Estudo dos constituintes não voláteis de espécies do gênero Erythroxylum 

 

4.2.1 - Análise dos perfis químicos ou metabólicos dos extratos 

 

Os perfis químicos são amplamente utilizados no estudo de plantas, permitindo 

comparar e sugerir classes de compostos presentes em extratos e frações quando se utiliza 

detectores de arranjo de diodos ou espectrometria de massas. As análises do perfil metabólico 

das quatro espécies do gênero Erythroxylum foram realizadas utilizando técnicas qualitativas 

como CCD, CLAE-DAD, CG-EM e RMN de 1H, submetendo os extratos às análises 

mencionadas conforme a polaridade de cada amostra. 

 

4.2.1.1 - Extratos obtidos a partir do homogeneizador dispersor ultra turrax  

 

A partir dos 16 extratos obtidos das folhas das quatro espécies do gênero 

Erythroxylum, foi possível sugerir a composição majoritária das espécies estudadas, sendo a 

maioria compostos polares evidenciados pelo maior rendimento dos extratos metanólicos 

(TABELA 4.4). A preparação dos extratos via ultra turrax objetivou uma extração rápida e 

mais sustentável para realização do perfil químico das espécies estudadas, com utilização de 

pouca massa de material vegetal e menor quantidade solvente, compreendendo assim uma 

metodologia mais focada na Química Verde. 

 Segundo Dhanani & colaboradores (2017), a utilização de novas técnicas de 

extração de compostos bioativos de plantas tem sido amplamente investigada, com fins 

comparativos em relação aos rendimentos obtidos e as análises fitoquímicas dos métodos 
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tradicionais. Portanto, é necessário compreender, os conceitos relacionados a Química Verde, 

considerando a seletividade de cada método de extração. 

 

TABELA 4.4 - Massa do material vegetal seco e dos extratos obtidos de espécies do gênero 

Erythroxylum. 

Espécies 

 Vegetal  

seco 

(g) 

Extratos 

Hexano Diclorometano Acetato de etila Metanol 

Ma (g) Rb (%) Ma (g) Rb (%) Ma (g) Rb (%) Ma (g) bR (%) 

E. campestre 12,1 0,19 1,6 0,09 0,7 0,08 0,7 1,82 15,4 

E. deciduum 8,0 0,08 1,0 0,03 0,4 0,04 0,5 1,04 13,0 

E. tortuosum 10,1 0,09 0,9 0,06 0,6 0,07 0,7 2,41 23,8 

E. suberosum 12,6 0,24 1,9 0,16 1,3 0,12 0,9 1,88 14,9 

aM: massa; bR: rendimento 

 

 Após submeter os extratos às análises por CCD utilizando sistemas de solventes com 

diferentes polaridades, selecionou o sistema com melhor desenvolvimento 

(diclorometano/acetato de etila - 4:6) e revelou as cromatoplacas com: irradiação de luz 

ultravioleta, solução ácida de vanilina, solução ácida de Dragendorff e solução de cloreto 

férrico, observando as manchas apresentadas na FIGURA 4.4. As quatro espécies mostraram 

teste positivo frente ao revelador de Dragendorff e solução de cloreto férrico, que sugere 

respectivamente a presença de alcaloides e compostos fenólicos, quando apresentado manchas 

escuras (NASCIMENTO et al., 2012). 

 Em presença da luz UV, notou-se absorções nos comprimentos de onda 254 e 365 nm, 

faixas que abrangem diferentes classes de metabólitos secundários que possuem cromóforos. 

Ao reagir com vanilina, foi possível observar uma mistura complexa de substâncias com 

diferentes polaridades, sugerindo a presença de: esteroides e terpenoides - manchas azuis e 

roxas; flavonoides e glicosídeos - manchas amareladas; taninos e clorofila - manchas 

vermelhas (STAHL, 1969). 

Devido à baixa solubilidade dos extratos preparados em metanol e hexano, as análises 

via CG-EM foram realizadas apenas com os extratos diclorometano e acetato de etila. A partir 

da análise dos cromatogramas (FIGURA 4.5), foi evidenciada a presença de alguns 

compostos comuns nos extratos e também variação tanto na proporção quanto na composição 

química entre as diferentes espécies. Baseado no método utilizado e no tempo de retenção dos 
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compostos detectados, foi possível sugerir a existência majoritária de compostos de média 

polaridade. 

 

FIGURA 4.4 - CCD das quatro espécies do gênero Erythroxylum eluídas em diclorometano/acetato de 

etila (4:6) e reveladas em soluções de ácida de vanilina, Dragendorff e cloreto férrico, 

respectivamente. 

Extratos E. tortuosum Extratos E. suberosum

Extratos E. campestre Extratos E. deciduum

 

Nota: Em cada cromatoplaca, possui em sequência os extratos hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. 

 

Todos os extratos foram submetidos a análise por RMN de 1H (500 MHz) e a partir 

dos resultados, juntamente com dados da literatura sobre o gênero Erythroxylum 

(BARREIROS, 2005; RIBEIRO, 2013), foi possível aferir informações sobre a composição 

química das espécies. Analisando os espectros, foram observadas algumas semelhanças entre 

os perfis das quatro espécies estudadas. Observa-se nos espectros de RMN a presença de 

sinais característicos de hidrogênios: metílicos, metilênicos e metínicos (δH 0,7 – 3,0); 

hidrogênios pertencentes às unidades glicosídicas (δH 3,0 – 5,4); hidrogênios carbinólicos (δH 

3,0 - 4,0); hidrogênios olefínicos (δH 4,5 – 6,5); e hidrogênios aromáticos (δH 6,5 – 9,0). 
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FIGURA 4.5 - Cromatogramas obtidos de análises por CG-EM dos extratos em diclorometano (azul) e acetato de etila (vermelho) das espécies de 

Erythroxylum. 

(a) Extrato E. tortuosum

(c) Extrato E. campestre

(b) Extrato E. suberosum

(d) Extrato E. deciduum

 

Condições cromatográficas: coluna HP-5 MS (30 m x 250 μm e filme 0,25 μm), hélio (gás de arraste), fluxo de 1,0 mL.min-1, método com programação de T = 75 ºC (1 

min), 35 ºC/min até 100 ºC (5 min), 45 ºC/ min até 150 ºC (5 min), 55 ºC/ min até 200 ºC (15 min), 65 ºC/min até 240 ºC (2 min), injeção splitless, operando o injetor a 250 

°C. 

 

AcOEt 

Dicloro 
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Na FIGURA 4.6 é possível observar que os espectros referentes aos extratos em 

hexano apresentam sinais bastante intensos na região de δ 0,7 a 2,1 ppm, com multiplicidades 

não resolvidas e que podem ser característicos de metilas. Também apresentam sinais 

característico de hidrogênios metilênicos e metínicos, além da ausência de sinais na região 

desblindada do espectro, evidenciando a presença de substâncias terpenoídicas. O espectro do 

extrato de E. deciduum apresentou composição um pouco diferente dos demais extratos, com 

menor intensidade de sinais na região blindada do espectro. Nos extratos em diclorometano 

(FIGURA 4.7), acetato de etila (FIGURA 4.8) e metanol (FIGURA 4.9), há presença de sinais 

na região de δ 3,0 a 5,4 ppm, que podem indiciar hidrogênios característicos de substâncias 

glicosiladas, e sinal próximo a δ 4,0 ppm, caracterizando a presença metoxilas. Nos extratos 

em metanol, além dos deslocamentos mencionados, há também sinais característicos de 

hidrogênios aromáticos (δH 6,5 – 9,0) e sinais característicos de hidrogênios nitrogenados (δH 

2,0 – 5,0), sugerindo a presença de alcaloides característicos do gênero. Os extratos 

metanólicos de E. campestre e E. tortuosum parecem possuir majoritariamente flavonoides 

glicosilados. Já os extratos metanólicos de E. deciduum e E. suberosum apresentaram 

espectros bastante heterogêneos, sendo possível observar sinais característicos de compostos 

aromáticos, terpenoides e hidrogênios desblindados (evidenciados por multipletos), podendo 

sugerir a presença de alcaloides aromáticos. Embora os deslocamentos apresentados indicam 

que a maioria são sinais complexos, provenientes de extratos brutos, pode-se fazer algumas 

proposições baseadas em dados da literatura (BARREIROS et al., 2005). 
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FIGURA 4.6 - Espetros de RMN de 1H (acetona-d6 e CDCl3, 500 MHz) dos extratos em hexano das espécies de Erythroxylum. 

 

 

(a)  Extrato E. tortuosum  (b) Extrato  E. suberosum 

(c) Extrato E. campestre (d)Extrato E. deciduum 
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FIGURA 4.7 - Espetros de RMN de 1H (acetona-d6, 500 MHz) dos extratos em diclorometano das espécies de Erythroxylum. 

 

(a) Extrato  E . tortuosum 

(c) Extrato E . campestre 

(b) Extrato E . suberosum 

(d) Extrato E . deciduum 
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FIGURA 4.8 - Espetros de RMN de 1H (MeOD e CDCl3), 500 MHz) dos extratos em acetato de etila das espécies de Erythroxylum. 

 

 

(a) Extrato E. tortuosum 

(c) Extrato E 

. 

campestre 

(b) Extrato E. . suberosum 

(d) Extrato E 

. 

deciduum 
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FIGURA 4.9 - Espetros de RMN de 1H (MeOD, 500 MHz) dos extratos em metanol das espécies de Erythroxylum. 

(a) Extrato E. tortuosum

(c) Extrato E. campestre

(b) Extrato E. suberosum

(d) Extrato E. deciduum
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A fim de se obter os perfis cromatográficos dos extratos, foi realizado um gradiente 

exploratório em CLAE-DAD, permitindo a detecção e visualização dos metabólitos presentes 

em uma ampla faixa de polaridade. As FIGURAS 4.10 a 4.13 (p. 52-55) mostram os 

cromatogramas dos extratos das espécies estudadas, com bandas de diferentes intensidades, 

sendo detectado em geral compostos de média a alta polaridade. A otimização das condições 

cromatográficas foi realizada selecionando o conjunto de parâmetros que proporcionou 

melhor resolução nos cromatogramas, e consequentemente absorção dos cromóforos. Dentre 

os comprimentos de onda utilizados para a análise (217, 220, 240, 254 e 365 nm), observou-

se que a maioria das classes de substâncias detectadas apresentaram maiores absorções nos 

comprimentos de onda de 254 e 365 nm.  

Analisando os cromatogramas de todos os extratos, foram selecionadas as bandas 

cromatográficas de maior intensidade que apresentaram tempos de retenção entre 19 e 29 

minutos. Os extratos das diferentes espécies apresentaram composição química similar, 

destacando que os extratos em acetato de etila e metanol ainda apresentaram uma banda 

adicional com tempo de retenção em torno de 21 minutos (TABELA 4.5). A partir das bandas 

cromatográficas selecionadas, verificou-se que a variação dos máximos de absorção 

ocorreram entre 254-368 nm. Os dados observados em comparação com os valores de UV 

apresentados na TABELA 1.2 (p. 10), sugerem a presença de metabólitos secundários do tipo 

flavonoides. Essas absorções ocorrem na região do ultravioleta-visível, detectadas a partir da 

presença dos cromóforos do anel benzênico, com deslocamentos batocrômico e hipsocrômico 

variando conforme o substituinte ligado ao anel (MABRY et al., 2012). Flavonoides, em 

especial, os flavonois são comumente encontrados em espécies do gênero Erythroxylum 

(BOHN et al., 1988; CHAVEZ et al., 1996; JOHNSON et al., 2003). 

Os extratos de E. tortuosum (extratos em hexano e diclorometano) e E. campestre 

(extrato em diclorometano) não apresentaram absorção significativa, evidenciando a ausência 

de cromóforos. Esses dados em conjunto com os dados de RMN 1H sugerem que estes 

extratos contém majoritariamente terpenoides e esteroides. 
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TABELA 4.5 - Bandas de absorção no UV extraídos dos tempos de retenção (tR) dos extratos de 

Erythroxylum. 

ESPÉCIES EXTRATOS 
tR 

(min) 
BANDAS (nm) 

E
. 

ca
m

p
es

tr
e
 

hexano 
19,4 280, 304, 366 

29,5 280, 304, 368 

diclorometano 
19,8 280, 304, 368 

29,4 280, 306, 366 

acetato de etila 

19,0 282, 306, 368 

21,1 312, 358 

29,3 280, 308, 368 

metanol 

19,6 280, 306, 368 

21,3 358, 380, 388 

29,0 280, 306, 368 

E
. 

d
ec

id
u

u
m

 

hexano 
19,2 280, 304, 366 

29,4 280, 304, 368 

diclorometano 
19,4 310, 360, 398 

29,1 310, 360, 398 

acetato de etila 

19,3 310, 360, 398 

21,6 310, 360, 398 

29,2 310, 360, 398 

metanol 

19,1 282, 308, 368 

21,7 310, 358, 380 

29,1 282, 306, 368 

E
. 

to
rt

u
o

su
m

 

hexano 
19,2 310, 358, 380 

29,3 310, 358, 380 

diclorometano 
19,2 282, 306, 368 

29,3 282, 308, 368 

acetato de etila 

19,6 280, 304, 368 

21,4 306, 358 

29,3 280, 304, 368 

metanol 

19,6 280, 304, 368 

21,4 306, 356 

29,4 280, 304, 368 

E
. 

su
b

er
o

su
m

 

hexano 
19,3 280, 306, 368 

29,4 280, 306, 368 

diclorometano 
19,1 310, 360, 398 

29,9 310, 360, 398 

acetato de etila 
21,0 280, 304, 368 

22,5 280, 304, 368 

metanol 

19,6 280, 304, 368 

21,0 280, 304, 368 

29,3 280, 304, 368 
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FIGURA 4.10 - Cromatogramas dos extratos da espécie E. tortuosum. 

Extrato em hexano Extrato em acetato de etila 
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DAD: Sinal B, 275 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal A, 254 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal D, 365 nm/Lb:4 nm

 
Extrato em diclorometano Extrato em metanol 
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DAD: Sinal B, 275 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal A, 254 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal D, 365 nm/Lb:4 nm
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DAD: Sinal B, 275 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal A, 254 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal D, 365 nm/Lb:4 nm

 
Condições: coluna fenil-hexil Luna (150 x 4,6 mm d.i., 10 µm). Vazão 1,0 mL.min-1; Fase móvel: Solvente A – água/ácido fórmico (99,9:0,1 v/v) e B – acetonitrila/ácido fórmico (99,9:0,1, v/v), 

Eluição gradiente: 0-20 min. (24% B); 20-50 min. (24-50% B); Injeção de 30 µL (1 mg.mL-1 de amostra preparada em metanol/água - 1:1). Tempo de detecção em DAD: 50 min em 254, 275 e 

365 nm.  
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FIGURA 4. 11 - Cromatogramas dos extratos da espécie E. suberosum.  

Extrato em hexano Extrato em acetato de etila 
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DAD: Sinal B, 275 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal A, 254 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal D, 365 nm/Lb:4 nm
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DAD: Sinal B, 275 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal A, 254 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal D, 365 nm/Lb:4 nm
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DAD: Sinal B, 275 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal A, 254 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal D, 365 nm/Lb:4 nm

 
Condições: coluna phenyl-hexyl Luna (150 x 4,6 mm d.i., 10 µm). Vazão 1,0 mL.min-1; Fase móvel: Solvente A – água/ácido fórmico (99,9:0,1 v/v) e B – acetonitrila/ácido fórmico (99,9:0,1, 

v/v), Eluição gradiente: 0-20 min. (24% B); 20-50 min. (24-50% B); Injeção de 30 µL (1 mg.mL-1 de amostra preparada em metanol/água - 1:1). Tempo de detecção em DAD: 50 min em 254, 

275 e 365 nm. 
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FIGURA 4.12 - Cromatogramas dos extratos da espécie E. campestre.  

Extrato em hexano Extrato em acetato de etila 
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100DAD: Sinal B, 275 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal A, 254 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal D, 365 nm/Lb:4 nm
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DAD: Sinal B, 275 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal A, 254 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal D, 365 nm/Lb:4 nm

 
Condições: coluna phenyl-hexyl Luna (150 x 4,6 mm d.i., 10 µm). Vazão 1,0 mL.min-1; Fase móvel: Solvente A – água/ácido fórmico (99,9:0,1 v/v) e B – acetonitrila/ácido fórmico (99,9:0,1, 

v/v), Eluição gradiente: 0-20 min. (24% B); 20-50 min. (24-50% B); Injeção de 30 µL (1 mg.mL-1 de amostra preparada em metanol/água - 1:1). Tempo de detecção em DAD: 50 min em 254, 

275 e 365 nm.  
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FIGURA 4.13 - Cromatogramas dos extratos da espécie E. deciduum.  

Extrato em hexano Extrato em acetato de etila 
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DAD: Sinal B, 275 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal A, 254 nm/Lb:4 nm DAD: Sinal D, 365 nm/Lb:4 nm
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Condições: coluna phenyl-hexyl Luna (150 x 4,6 mm d.i., 10 µm). Vazão 1,0 mL.min-1; Fase móvel: Solvente A – água/ácido fórmico (99,9:0,1 v/v) e B – acetonitrila/ácido fórmico (99,9:0,01, 

v/v), Eluição gradiente: 0-20 min. (24% B); 20-50 min. (24-50% B); Injeção de 30 µL (1 mg.mL-1 de amostra preparada em metanol/água - 1:1). Tempo de detecção em DAD: 50 min em 254, 

275 e 365 nm.  
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4.2.1.1.1 - Avaliação do potencial citotóxico dos extratos de Erythroxylum  

 

A avaliação da atividade citotóxica dos 16 extratos (quatro espécies de 

Erythroxylum), obtidos por extração com homogeneizador ultra turrax, foi investigada 

usando linhagem celular de carcinoma cervical humano (HeLa). O tempo de incubação 

das amostras foi de 8 h e os resultados foram expressos como média das repetições 

utilizando dados da triplicata. As amostras foram testadas nas concentrações 50, 75, 100 

µg.mL-1 e para controle foi utilizado DMSO 1%. Para algumas amostras não foi 

possível alcançar os valores de IC50, sendo estes estimados pelo programa utilizando o 

software GraphPad PRISM version 5 (TABELA 4.6).  

 

TABELA 4.6 - Valores de IC50 de extratos de espécies do gênero Erythroxylum frente a células 

HeLA.  

Espécies 

IC50 (μg.mL-1) 

Hex CH2Cl2 AcOEt MeOH 

E. campestre 241,3* 28,8 322,8* 36,6 

E. deciduum 224,0* 561,3* 52,9 207,0* 

E. tortuosum 458,7* 195,6* 386,7* 67,7 

E. suberosum 508,0* 38,5 490,*2 92,3 

*Valores de IC50 estimados pelo programa software GraphPad PRISM version 5. 

 

A linhagem HeLa foi sensível aos extratos que apresentaram valores de IC50 

inferiores a 100 μg.mL-1, sendo estes: diclorometano (28,8 μg.mL-1) e metanol (36,6 

μg.mL-1) de E. campestre; acetato de etila (52,9 μg.mL-1) de E. deciduum; metanol (67,7 

μg.mL-1) de E. tortuosum e diclorometano (38,5 μg.mL-1) e metanol (92,3 μg.mL-1) de 

E. suberosum. Os demais extratos não apresentaram sensibilidade nas concentrações 

testadas. O potencial citotóxico verificado para estas espécies sugere a presença de 

substâncias ativas frente as células HeLa, sendo evidenciado pelo perfil químico a 

presença de flavonoides, classe essa reconhecida como marcadora taxonômica do 

gênero Erythroxylum. González-Guevara et al, (2006) e Mori et al., (1988) avaliaram a 

citotoxicidade de flavonoides extraídos de plantas frente a células HeLa, e observaram 

que os valores de IC50 variaram conforme as subclasses das substâncias, sendo: flavonas 

(2,6-54,4 µg.mL-1); flavonol (6,3-60,5 µg.mL-1), flavanona (7,9-15,9 µg.mL-1), 

flavanonol (23,3-49,1 µg.mL-1) e catequinas (18,4-100,0 µg.mL-1). 
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Segundo MONEIM et al. (2016), várias classes de produtos naturais são 

utilizadas como agentes anticancerígenos, como: alcaloides, flavonoides, 

polissacarídeos, taninos, terpenoides e saponinas, os quais podem estar presentes nas 

espécies em estudo, variando a majoritariedade entre as espécies. A atividade citotóxica 

do gênero Erythroxylum foi descrita em células de carcinoma e adenocarcinoma. O 

estudo com E. pervillei mostrou que o extrato metanólico e os alcaloides tropânicos 

isolados inibiram o crecimento de células KB-V1 (carcinoma de cérvix humana 

resistente a multidrogas) na presença de vimblastina, sendo esta espécie muito 

citotóxica para células KB (carcinoma epidermóide oral). Os alcaloides isolados, 

pervillene B e C, apresentaram citotoxicidade em adenocarcinoma do ovário (SKOV3) e 

adenocarcinoma do ovário resistente a multidrogas (SKVLB), incubadas com 

adriamicina (SILVIA et al., 2001; MI et al., 2002). 

 

4.2.1.2 - Extratos etanólicos de E. deciduum 

 

A partir dos resultados obtidos com os extratos obtidos por ultra turrax, a espécie 

E. deciduum foi selecionada para o estudo químico, pois E. suberosum e E. tortuosum, 

estão sendo estudadas por outros integrantes do grupo de pesquisa. Considerando 

aspectos relacionados a Química Verde, foram preparados extratos utilizando apenas 

etanol como solvente extrator. Um dos extratos foi preparado utilizando extrator 

homogeneizador do tipo ultra turrax, para ser analisado comparativamente com os 

demais extratos utilizando solventes de diferentes polaridades, e outro extrato foi 

preparado pela técnica de maceração, a fim de obter maior quantidade de material para 

realizar o isolamento de substâncias (TABELA 4.7). 

 
TABELA 4.7 - Dados da preparação dos extratos das folhas de E. deciduum e das frações 

obtidas após extração líquido-líquido. 

Método de 

extração 

Material 

vegetal 

(g) 

Extrato 

etanólico 

(g) 

Rendimento 

(%) 

Massa 

utilizada 

(g) 

Frações Obtidas (g) 

FH FD FAE FHM 

Percolação 453,0 25,0 5,5 15,0 0,2 0,4 5,1 6,6 

Ultra turrax 10,0 1,9 19,2 - - - - - 

Código das frações obtidas por extração líquido-líquido. FH: fração em hexano; FD: fração em 

diclorometano; FAE: fração em acetato de etila; FHM: fração hidro-metanol. 
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O perfil químico dos extratos etanólicos de E. deciduum foram realizados 

utilizando as técnicas de CLAE-DAD e RMN 1H. A composição química mostrou-se 

bastante heterogênea, mas foi possível observar que o método de extração não interferiu 

na obtenção dos compostos majoritários (FIGURA 4.14).  

A partir das faixas de absorções entre 280-368 nm e as características espectrais 

observadas por RMN 1H, evidenciou a presença de classes de compostos com 

cromóforos, em tempos de retenção intermediários, que sugere um aspecto como a 

somatória das absorções dos quatro extratos de E. deciduum (hexano, diclorometano, 

acetato de etila e metanol), analisados anteriormente. Em ambos os extratos, destaca-se 

a presença de flavonoides, sendo estes do tipo flavona, flavanonas e flavonois com 

diferentes substituintes, constatados em comparação com dados da literatura (TABELA 

1.2, p. 10) - MABRY et al., 1970). Entretanto, a presença de outros metabólitos 

secundários não pode ser excluída, pois não pode ser diagnosticado os compostos 

minoritários.  
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FIGURA 4.14 - Perfil dos extratos etanólicos de E. deciduum obtidos por RMN 1H (DMSO-d6 - 500 MHz) e CLAE-DAD. 
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(b) Extrato etanólico – ultra turrax(a) Extrato etanólico – percolação
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(b) Extrato etanólico – ultra turrax(a) Extrato etanólico – percolação
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4.2.1.2.1 - Avaliação citotóxica do extrato etanólico de E. deciduum obtido por 

percolação 

 

A avaliação da atividade citotóxica do extrato etanólico de E. deciduum 

(obtido por percolação) foi realizada por ensaios in vitro frente a células tumorais 

de câncer de mama, linhagem 4T1 (TABELA 4.8). O extrato etanólico impediu 

significativamente o crescimento das células cancerígenas, quando comparado a 

cisplatina que foi utilizada como controle positivo. Os resultados de sensibilidade 

da linhagem celular foram normalizados com o controle negativo (células sem 

nenhum tratamento). Nas concentrações de 5 a 100 µg.mL-1 ocorreu expressiva 

inibição do crescimento celular, potência semelhante a observada para o controle 

cisplatina, o que sugere capacidade citotóxica do extrato e a necessidade de 

caracterização da composição química do extrato, conjuntamente com a realização 

de ensaios in vivo (PLUIM et al., 2004). 

 

TABELA 4.8 - Análise dos resultados de citotoxicidade do extrato etanólico E. deciduum. 

Concentração das amostras 

(µg.mL-1) 

Crescimento celular 

Média (%) 
DP (±) 

30 (cisplatina)  11 7 

0 (controle negativo) 100 14 

5 78 11 

10 18 4 

25 11 1 

50 10 1 

75 15 4 

100 11 0 

 

Assim, como abordado por Souza (2013), a investigação de novos fármacos 

antitumorais de origem vegetal, compreende associação de técnicas fitoquímicas a 

testes biológicos. Portanto, neste caso, essa associação de estudos se torna 

importante, pois não há relatos do isolamento de metabólitos secundários desta 

espécie com atividade citotóxica. 
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4.2.1.2.2 - Análise por desreplicação do extrato etanólico de E. deciduum obtido 

por percolação 

 

O extrato etanólico da espécie E. deciduum, obtido por percolação, foi 

selecionado para realização da desreplicação (FIGURA 4.15), visto que o mesmo 

foi estudado quimicamente. A técnica de desreplicação consiste na associação de 

técnicas analíticas para análise de marcadores químicos da espécie, por comparação 

com informações presentes na literatura. 

A busca resultou no levantamento de íons importantes, sendo as estruturas 

químicas dos compostos inferidas com base nos dados obtidos por CLUE-QqTOF 

em análises de espectrometria de massas sequencial no modo negativo de ionização 

(FIGURA 4.16). As substâncias foram sugeridas considerando a comparação entre 

fórmulas propostas pelo software Data Analysis com menor erro, em conjunto com 

as buscas nas bases de dados sugeridas pelo Compound Crowler, em comparação 

com dados da literatura para metabólitos secundários presentes no gênero e em 

outras espécies vegetais (TABELA 4.9). Entretanto, diante da escassez de dados, há 

íons que ainda necessitam de estudos mais aprofundados, que não foram possíveis 

de serem identificados. 

Em estudos realizados com extratos polares de outras espécies do gênero 

Erythroxylum, E. coca var. ipadu e E. novogranatense var. truxillense, foram 

observados a predominância de flavonoides glicosilados, considerando estes como 

uma classe marcadora taxonômica para o gênero (JOHNSON et al. (2002). 

 

FIGURA 4.15 - Cromatograma do extrato etanólico de E. deciduum obtido por percolação, 

apresentando como full scan dos íons detectados. 
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A substância I, 4’,7-di-O-metilquercetina-3-O--rutinosídeo, foi 

identificada a partir da extração do íon do cromatograma no tR 8,6 minutos. O íon 

precursor m/z 637,1822 gerou um espectro de massas de segunda ordem com íon 

mais abundante m/z 329,0688, atribuindo a eliminação neutra perda das unidades 

glicosídicas [M-(Glu-Rha)-H]-, sugerindo a formação da aglicona 4’-7-di-O-

metilquercetina. O espectro de massas de segunda ordem também apresentou um 

sinal de m/z 314,0451 que foi correlacionada a perda de [M-C12H21O4-CH3]
-, 

indicando a perda de uma metila que de alguma forma estava ligada ao flavonoide 

(FIGURA 4.16, p. 63). A fórmula molecular proposta (C29H34O16) com suas 

respectivas perdas foram sugeridas pelo software Data Analysis com menor erro, 

comparado as bases de dados contidas no Compoud Crowler e METLIN, e em 

comparação com dados da literatura que mostram a presença desta substância em 

algumas espécies do gênero Erythroxylum, como E. rufum (BOHN et al., 1982; 

BOHN et al., 1988), E. argentinum (INIGO et al., 1985), E. minutiolium 

(GONZÁLEZ-GUEVARA et al., 2006), E. pulchrum (ALBUQUERQUE et al., 

2014), mas ainda não relatada para E. deciduum.  

A substância II foi identificada como sendo o flavonol kaempferol-3-O-

rutinosídeo, proposto a partir da extração do íon do cromatograma no tR 6,2 

minutos. O íon precursor m/z 593,1509 gerou um espectro de massas de segunda 

ordem com íon mais abundante m/z 285,0422, atribuindo este fragmento a 

eliminação neutra das unidades glicosídicas [M-Gli-Rha)-H]-, sugerido a formação 

do kaempferol (FIGURA 4.17). A fórmula molecular proposta (C27H30O15) e a 

principal perda apresentada no espectro foram sugeridas a partir do software Data 

Analysis com menor erro, comparando com as bases de dados contidas no 

Compoud Crowler e METLIN. A literatura reporta a presença desta substância no 

gênero Erythroxylum, em espécies como E. rufum e E. ulei (BOHM et al., 1982), E. 

argentinum (INIGO et al., 1985), E. minutiolium (GONZÁLEZ-GUEVARA et al., 

2006), E. pulchrum (ALBUQUERQUE et al., 2014). 
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FIGURA 4.16 – (A) Cromatograma do íon extraído e (B) EM – IES-(—) em alta resolução, 

EM/EM - IES-(—) íon m/z 637,1822 (35eV). 
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FIGURA 4.17 - (A) Cromatograma do íon extraído e (B) EM – IES-(—) em alta resolução, 

EM/EM - IES-(—) íon m/z 593,1509 (35eV). 
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A substância III foi identificada como sendo o flavonol rutina, proposto a 

partir da extração do íon do cromatograma no tR 5,4 minutos. O íon precursor m/z 

609,0079 gerou um espectro de massas de segunda ordem com íon mais abundante 

m/z 299,0287, atribuído ao fragmento [M-H-308,1206]- que foi proveniente da 

clivagem homolítica ocorrida entre as unidades glicosídicas e a glucona [M-

C12H21O9]
-, levando a formação do kaempferol (FIGURA 4.18). A fórmula 

molecular proposta (C27H30O16) e a fragmentação principal foram sugeridas pelo 

software Data Analysis, comparando com informações das bases de dados contidas 

no Compoud Crowler e METLIN. Leite et al. (2014) relatou essa substância para a 

espécie E. suberosum, sendo sua presença também reportada em outros gêneros, 

(FARIAS et al., 2014, FERREIRA et al., 2014; JANG et al., 2016; PARDEDE et 

al., 2017). 

A substância IV, catequina ou epicatequina, foi extraída do íon do 

cromatograma no tR 3,2 minutos, sendo o íon precursor m/z 289,0715. A sugestão 

da fórmula molecular (C15H14O6) foi realizada assim como os demais, sugeridos 

pelo software Data Analysis com menor erro, comparado com informações contidas 

nas bases de dados do Compoud Crowler e METLIN (FIGURA 4.19). Embora não 

tenham sido realizadas as análises de massa sequencial, substâncias como estas 

foram comumente identificadas em outras espécies do gênero Erythroxylum, como 

E. rufum (BOHN et al., 1982), E. argentinum (INIGO et al., 1985), E. 

novogranatense (BONEFELD et al., 1986), além da sua presença em outras 

famílias (FERREIRA et al., 2014; JANG et al., 2016; PARDEDE et al., 2017).  

Considerando que as substâncias I, II e III apresentaram como pico base a 

perda de 308 Da ([M-308]), e as comparações que foram realizadas nas bases de 

dados, sugeriu-se que estes metabólitos possuem unidades glicosídicas glucose-

raminose [M-C12H21O9]
+. Entretanto, através dos dados obtidos não pode ser 

confirmado a identidade destas unidades, devido a existência de monossacarídeos 

com mesma massa molecular. A posição da glicosilação não pode ser determinada 

somente com os dados obtidos por EM/EM, o que ressalta a importância de 

hifenação de técnicas para identificação estrutural, amparado pela revisão 

bibliográfica do gênero/espécie. As propostas de fragmentação das substâncias I e 

II encontram-se na seção 4.2.2, uma vez que estas foram isoladas nos 

fracionamentos da fração em acetato de etila do extrato etanólico das folhas de E. 

deciduum, obtido por percolação. 
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FIGURA 4.18 - (A) Cromatograma do íon extraído e (B) EM – IES-(—) em alta resolução, 

EM/EM - IES-(—) íon m/z 609,0079 (35eV). 
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FIGURA 4.19 - Cromatograma do íon extraído e espectro ESI(-) QqToF MS/MS (35 eV) 

da substância IV de m/z 289,0715. 
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TABELA 4.9 - Substâncias identificadas por CLUE-EM no modo negativo de ionização (ESI) do extrato etanólico de E. decidum (obtido por percolação).  

Nº Substância 
tr

* 

(min) 

m/z 

observada 

[M - H]- 

m/z 

teórica 

Fragmentos 

MS/MS (m/z) 

Erro 

experimental 

(ppm) 

Erro 

(ppm) Fórmula molecular Referência 

I 
4’,7-di-O-metilquercetina-3-O-β-

rutinosídeo 
8,7 637,1822 637,1774 

329,0688 

314,0451 
-0.3 7,5 C29H34O16 

ALBUQUERQUE et al., 

2014 

II kaempferol-3-O-rutinosídeo 6,1 593,1509 593,1512 285,0402 0,3 1,0 C27H30O15 BOHN et al., 1982 

III rutina 5,4 609,0079 609,1461 299,0287 -0,5 -2,0 C27H30O16 
GONZÁLEZ-

GUEVARA et al., 2014 

IV catequina ou epicatequina 3,2 289,0715 290, 0795 - 0,8 1,0 C15H14O6 RIBEIRO et al., 2013 

* tr:Tempo de retenção.
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4.2.2. Identificação estrutural dos flavonoides isolados de E. deciduum 

 

Os dois flavonoides identificados foram isolados das folhas de E. deciduum, 

provenientes da fração FAC do extrato etanólico obtido por percolação. Estes 

compostos foram caracterizados através de análises por CLUE-EM e experimentos uni e 

bidimensionais de RMN de 1H e 13C, em comparação com dados da literatura. 

A substância I (5 mg) foi caracterizada como sendo o flavonol 7,4’-di-O-

metilquercetina-3-O-β-rutinosídeo, também conhecido como ombuina-3-rutinosídeo. 

Este composto foi relatado anteriormente para quatorze espécies do gênero 

Erythroxylum (NASCIMENTO, 2014), entre elas E. rufum (BOHN et al., 1982), E. 

novoranatense (BOHN et al., 1988), E. argentinum (INIGO et al., 1985), E. 

minutiolium (GONZÁLEZ-GUEVARA et al., 2006), E. pulchrum (ALBUQUERQUE 

et al., 2014). Os trabalhos sugerem que ombuinas glicosiladas são marcadores 

taxonômicos característicos para este gênero. 

A partir do espectro de RMN 1H, foi observado que a substância I não estava 

pura, mas que os principais sinais são suficientes para realizar a elucidação estrutural 

(TABELA 4.10; FIGURA 4.20). O espectro apresentou sinais característicos de 

flavonol glicosilado, sendo dois dubletos em δH 6,36 (d, J = 2,0 Hz, 1H) e 6,62 (d, J = 

2,0 Hz, 1H), característicos dos hidrogênios H-8 e H-6 de flavonoide substituído nas 

posições 5 e 7; um duplo dubleto em δH 7,76 (dd, J = 2,2 e 8,6 Hz, 1H), um dubleto em 

δH 7,05 (d, J = 8,6 Hz, 1H) e outro dubleto em δH 7,71 (d, J = 2,2 Hz, 1H), atribuídos 

aos H-6’, H-5’ e H-2’, respectivamente, típico de um sistema ABX do anel B. A 

ausência de outros sinais desblindados sugeriram a existência de um flavonol. 

O fato de existir dois singletos em δH 3,89 (s, 3H) e δH 3,95 (s, 3H), integrando 

para três hidrogênios cada sinal, sugere a presença de duas metoxilas em ambientes 

químicos diferentes. Alguns sinais foram observados apenas a partir da análise dos 

espectros realizados em DMSO-d6 (FIGURA 4.21), como singletos desblindados em δH 

12,54 (s, 1H) e 9,22 (s, 1H), sugerindo a presença de hidroxilas na posição 5 do anel A e 

nas posições 3’ ou 5’ do anel B, evidenciados pelo ambiente químico e comparados com 

dados da literatura. 

Foi observada a existência de duas unidades glicosídicas a partir de sinais 

compatíveis a hidrogênios anoméricos em δH 5,39 (d, J = 7,6 Hz, 1H) e 4,38 (sl, 1H). 

Os tipos de unidades monossacarídicas puderam ser evidenciados pela presença de um 

dubleto em δH 3,83 (d, J = 10,0 Hz, 2H) e outro em δH 0,97 (d, J = 6,1 Hz, 3H), 
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referentes aos hidrogênios metilênicos e metílicos, respectivamente, sugerindo a 

presença de uma glucose ligada a uma ramnose terminal. Também foram observados 

multipletos entre δH 3-4, correspondentes a acoplamentos vicinais e geminais entre os 

hidrogênios das unidades glicosídicas. Os sinais dos carbonos anoméricos em δC 104,2 e 

102,9, reforçam a presença das unidades glucose e raminose, respectivamente, além da 

presença do sinal em δC 18,0 referentes à metila da raminose. 

Pela análise do mapa de contorno HSQC (FIGURA 4.22) foram observadas 

correlações entre hidrogênios e carbonos a J1. Na região característica dos hidrogênios 

aromáticos (FIGURA 4.23) observou correlação dos sinais de H-6 com C-6 (δC 99,4) e 

H-8 com C-8 (δC 93,5), típico do anel A de flavonoides; H-2’ com C-2’ (δC 117,5) e H-

6’ com C-6’ (δC 123,2), característico do anel B. Além destes, as duas metoxilas, com 

sinais em δH 3,89 e 3,95, se correlacionam em δ 56,5 e δ 56,3, respectivamente 

(GONZÁLEZ-GUEVARA et al., 2006). Para as unidades glicosídicas foi possível 

observar as correlações de H-1’’ com C-1’’ (δC 104,2) e H-6’’ com C-6’’ (δC 68,5) para 

a glucose; H-1’” com C-1’” (δC 102,9) e H-6”’ com C-6’” (δC 18,0) da raminose. 

Através da análise do mapa de contorno do COSY foi verificado o acoplamento 

dos sinais de hidrogênios dos anéis aromáticos do flavonoide. No anel A o H-8 (δH 

6,62) acoplando com o H-6 (δH 6,37) e no B H-6’ (δH 7,76) acoplando com o H-5’ (δH 

7,05), o que confirma os substituintes propostos para os anéis aromáticos (OH e OCH3) 

(FIGURA 4.24). 

De modo geral, a configuração da unidade glicosídica pode ser determinada a 

partir do valor da constante de acoplamento 3J1”,2” pois possui dependência direta como 

o ângulo de diedro (Φ). De acordo com Karplus, hidrogênios que apresentam 

configuração β (trans-diaxiais), com Φ = 180o têm uma constante de acoplamento 

elevada entre 7-8 Hz, enquanto os que possuem configuração α (orientações axial-

equatorial e equatorial-equatorial), com Φ = 60o, têm constantes de acoplamento entre 

1-2 Hz (SINNOTT, 2007). Diante deste contexto, determinou-se a configuração β para 

o oxigênio ligado ao carbono anomérico C-1”, com valor de J = 7,6 Hz. Assim, a 

configuração β para o oxigênio da unidade rutinosídeo foi evidenciada pelo valor da 

constante de acoplamento de H-1’’ com J = 7,6 Hz, e por comparação com dados da 

literatura (GONZÁLEZ-GUEVARA et al., 2006; ALBUQUERQUE et al., 2014).  
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TABELA 4.10 - Dados de RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6) e 13C (100 MHz, DMSO-d6) da substância 

I, em comparação com dados da literatura de GONZÁLEZ-GUEVARA et al. (2006) δH (400 MHz) e δC 

(125 MHz) em DMSO-d6. 

 

H/ C 

(400/100 MHz, CD3OD) 

J = Hz 

GONZÁLEZ-GUEVARA et al., 2006 

(600/150 MHz, DMSO-d6) J = Hz 

δH (ppm) 

J = Hz 
δC (ppm) 

δH (ppm) 

J = Hz 
δC (ppm) 

6 6,36 (d, J = 2,0, 1H) 99,4 6,36 (d, J = 2,2, 1H) 97,7 

8 6,62 (d, J = 2,0, 1H) 93,5 6,67 (d, J = 2,2, 1H) 92,1 

OCH3 3,89 (s, 3H) 56,5 3,87 (s, 3H) 55,5 

OCH3 3,95 (s, 3H) 56,3 3,88 (s, 3H) 55,9 

2’ 7,71 (d, J = 2,2, 1H) 117,5 7,55 (d, J = 2,3, 1H) 115,7 

5’ 7,05 (d, J = 8,6, 1H) - 7,05 (d, J = 8,7, 1H) 111,3 

6’ 7,76 (dd, J = 2,2 e 8,6, 1H) 123,2 7,72 (dd, J = 2,3 e 8,7, 1H) 121,3 

UNIDADES GLICOSÍDICAS 

1” 5,39 (d, J = 7,6, 1H) 104,2 5,39 (d, J = 7,3, 1H) 
101,1 

 

2” 3,60 (m) 72,0 3,60 (m) 73,9 

3” 3,63 (m) - - 
76,3 

 

4” 3,40 (m) 71,5 3,63 (d, J = 6,4, 3H) 69,8 

5” 3,25 (m) - - 75,7 

6” 3,83 (d, J = 10,0, 2H) 68,5 3,84 (d, J = 10, 2H) 66,7 

1’’’ 4,38 (sl) 102,9 4,50 (sl) 100,6 

2’’’ 3,27(m) - - 70,2 

3’’’ 3,17 (m) - - 70,5 

4’’’ 3,12 (m) - - 71,7 

5’’’ 3,25 (m) - - 68 

6’’’ δH 0,97 (d, J = 6,1, 3H) 18,0 0,99 (d, J = 6,3, 3H) 
17,5 
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FIGURA 4.20- Espectro de RMN de 1H da substância I (CD3OD, 400 MHz). 
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FIGURA 4.21  - Espectro de RMN de 1H da substância I (DMSO-d6, 400 MHz). 
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FIGURA 4.22 - Mapa de contorno de HSQC da substância I (CD3OD, 400/150 MHz) 
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FIGURA 4.23 - Expansão do mapa de contorno de HSQC da substância I (CD3OD, 400/150 MHz). 

IGURA 4.25 - Mapa de contorno de HMBC da substância I (CD3OD, 400/150 MHz).  
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FIGURA 4.24 - Mapa de contorno de COSY da substância I (CD3OD, 400 MHz). 
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O flavonol 4’,7-di-O-metilquercetina-3-O--rutinosídeo foi submetido a CLUE-

EM no modo de ionização negativo [M-H]- a fim de confirmar a identidade da amostra. 

No tR 8,6 minutos foram detectados dois íons totais, sendo a substância I confirmada 

pelo íon precursor m/z 637,1800 (FIGURA 4.25), em comparação com dados da 

literatura (GONZÁLEZ-GUEVARA et al., 2006). 

 

FIGURA 4.25 - Cromatograma do íon extraído em m/z 637,1800 referente a 

identificação da substância I. 
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A partir da m/z 637,1809 observada no espectro de primeira ordem (FIGURA 

4.26), foi possível comparar com a base de dados realizada pelo Compound Crowler, 

confirmando a fórmula molecular C29H34O16. Nos espectros de segunda ordem o pico 

mais abundante em m/z 329,0676 foi atribuído ao fragmento [M-H-308,1206]-, 

sugerindo a perda das unidades glicosídicas glicose-raminose [M-(Glc-Rham)-H]-

formando a aglicona 4’-7-di-O-metilquercetina. Para os flavonoides O-glicosilados 

podem ocorrer dois tipos de clivagens, homolítica e heterolítica. No espectro de massas 

da substância I foi observado a ocorrência de uma clivagem homolítica, originando um 

íon radicalar referente ao radical aglicona desprotonado (HVATTUM & EKERBERG, 

2003). 

Os picos com m/z 314,0451 [M-(Gli-Rham)-H]- e 299,0235 [M-(Gli-Rham)-

CH3-H]-, foram correlacionados a eliminação neutra das unidades glicosídicas e 

clivagem homolítica para eliminação de uma metila, respectivamente (FIGURA 4.25, p. 

78). Na FIGURA 4.27, é apresentado o mecanismo geral de fragmentação dos flavonois 

identificados neste trabalho (FABRE et al., 2001; TIBERTI et al., 2007). 
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FIGURA 4.26 - Espectros de primeira e segunda ordem ESI(-) QqToF MS/MS (35eV) 

da substância I de m/z 637,1800. 
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FIGURA 4.27 - Propostas de fragmentações da substância I, segundo adaptações de 

Frabe et al., (2001), a partir do espectro de massas de segunda ordem extraído de m/z 

637,1800. 
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 A substância II foi caracterizada como sendo o flavonol kaempferol-3-

rutinosídeo, também conhecido como nicotilorin, também já relatado em espécies do 

gênero Erythroxylum (BOHN et al., 1988). A elucidação estrutural ocorreu a partir de 

análises de CLUE-EM e experimentos uni e bidimensionais de RMN de 1H e 13C 

(TABELA 4.11; FIGURA 4.28), em comparação com dados da literatura Ferreira et al. 

(2014). 

A partir do espectro de RMN 1H, foram observados que a substância II não 

estava pura, mas que seus principais são sufcientes para realizar a elucidação estrutural 

(TABELA 4.11; FIGURA 4.28). O espectro apresentou sinais característicos de 

flavonol glicosilado, sendo dois singletos largos δH 6,19 (sl, 1H) e 6,40 (sl, 1H), 

característicos dos hidrogênios H-6 e H-8 de flavonoides substituídos nas posições 5 e 

7; e dois dubletos dispostos em ambientes químico diferentes, integrando para dois 

hidrogênios cada, sendo um em δH 7,96 (d, J = 8,6 Hz, 2H) referente aos H-2’, H-6’ 

(que são hidrogênios equivalentes) e outro em δH 6,86 (d, J = 8,6 Hz, 2H) atribuídos aos 

H-3’ e H-5’(que são hidrogênios equivalentes), sinais típicos de um sistema AA’BB’ do 

anel B. O sinal δH 12,56 (s, 1H) foi observado como singleto desblindado, integrados 

para 1H, sugerindo a presença de hidroxila na posição 5, evidenciado pelo ambiente 

químico e comparado com dados da literatura. 

A presença de duas unidades glicosídicas foi evidenciada a partir de sinais 

característicos de hidrogênios anoméricos, sendo dois dubletos em δH 5,30 (d, J = 7,3 

Hz) e 4,37 (d, J = 1,0 Hz), referentes ao H-1’’ e H-1’’’, sendo estes das unidades glicose 

e raminose, respectivamente. A sugestão dos tipos de unidades monossacarídicas foi 

embasada pela presença de um dubleto em δH 0,97 (d, J = 5,87 Hz, 3H) referente aos 

hidrogênios metílicos (H-6’”), sugerindo então a presença de uma ramnose terminal. 

Também foram observados multipletos entre δH 3-4, correspondentes a acoplamentos 

vicinais e geminais entre os hidrogênios das unidades glicosídicas, além da 

sobreposição de sinais na região característica de hidrogênios metilênicos, 

respectivamente. Os sinais de carbonos anoméricos em δC 101,7 e 109,1, reforçam a 

presença das unidades glucose e raminose, respectivamente, além da presença do sinal 

em δC 18,0 referentes à metila da raminose. 

Pela análise do mapa de contorno de HSQC (FIGURA 4.29, p. 84) foi possível 

observar as correlações entre hidrogênios e carbonos a J1. Na região desblindada do 

espectro, observou-se a correlação dos hidrogênios H-6 com C-6 (δC 99,2) e H-8 com C-

8 (δC 94,2), típicos de anel A de flavonoides. Também foi possível verificar as 
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correlações características do anel B, os hidrogênios H-2’ e 6’ correlacionando com δC 

131,2 e H-3’ e 5’ com δC 115,43. Estes dados evidenciam que H-2’e 6’ e H-3’ e 5’ são 

quimicamente e magneticamente equivalentes. Os sinais característicos dos hidrogênios 

anoméricos, H-1’’ e H-1’’’, apresentaram correlação com δC 101,7 e 100,1, 

respectivamente, assim como H-6’” com δC 18,0. 

Através da análise do mapa de contorno do COSY foi verificado o acoplamento 

dos sinais de hidrogênios dos anéis aromáticos do flavonoide, e também entre os 

hidrogênios das unidades glicosídicas. No anel B, H-2’e 6’ (δH 7,96) acoplando com o 

H-5’ e H-3’ (δH 6,86), o que confirma a presença dos substituintes propostos para os 

anéis aromáticos. Além destes, também foram observados acoplamentos entre os 

hidrogênios das unidades glicosídicas entre δ 3-3,90 (FIGURA 4.30). 

As disposições das unidades glicosídicas foram confirmadas a partir da análise 

do mapa de contorno de HMBC em que foi observado correlação entre os sinais de H-

1’’’ com C-6’’ (δ 68,5), evidenciando que as unidades encontram-se ligadas a partir de 

uma ligação glicosídica (1’’’→6’’). A proposta do anel A hidroxilado na posição para 

foi evidenciada por correlações entre os sinais de C-4’ (δ 160,3) com OH, H-2’ e H-6’; 

também C-1’ apresentou correlação com H-3’ e H-5’e com o sinal em 131,2 (C-6’) 

(FIGURA 4.31).  

A configuração da unidade glicosídica foi determinada baseados nos conceitos 

propostos por SINNOTT (2007), em que na configuração β a constante de acoplamento 

de H-1” tem valor entre 7-8 Hz, enquanto que o possui configuração α possui constante 

entre 1-2 Hz. Diante deste contexto, determinou-se a configuração β para o oxigênio 

ligado ao carbono anomérico C-1”, com valor de J = 7,3 Hz. Assim, a configuração β 

para o oxigênio da unidade rutinosídeo foi evidenciada pelo valor da constante de 

acoplamento e por comparação com dados da literatura (GONZÁLEZ-GUEVARA et 

al., 2006; ALBUQUERQUE et al., 2014).  
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TABELA 4.11 - Dados de RMN de 1H e 13C (400/100 MHz, DMSO-d6) para a substância II, em 

comparação com dados da literatura de Ferreira et al. (2014) (500/125 MHz) em DMSO-d6). 

 

H/C 

 (400/100 MHz, DMSO-d6) 

J = Hz 

FERREIRA et al., 2014 

(500/125 MHz) J = Hz 

δH (ppm) 

J = Hz 
δC (ppm) 

δH (ppm) 

J = Hz 
δC (ppm) 

2 - - - 155,7 

3 - - - 133,3 

4 - - - 177,9 

5 - - - 161,5 

6 6,19 (sl, 1H) 99,2 6,18 (d, J = 2) 99,3 

7 - - - 164,7 

8 6,40 (sl, 1H) 94,2 6,41 (d, J = 2) 94,1 

9 - - - 157,7 

10 - - - 104,1 

1’ - - - 121,3 

2’ 7,96 (d, J = 8,6, 1H) 131,2 7,98 (d, J = 9,0) 131,4 

3’ 6,86 (d, J = 8,6, 1H) 115,4 6,88 (d, J = 9,0) 115,7 

4’ - 160,3 - 160,3 

5’ 6,86 (d, J = 8,6, 1H) 115,4 6,88 (d, J = 9,0) 115,7 

6’ 7,96 (d, J = 8,6, 1H) 131,2 7,98 (d, J = 9,0) 131,4 

C5-OH 12,56  12,8  

UNIDADES GLICOSÍDICAS 

1” 5,30 (d, J = 7,3, 1H) 101,7 5,30 (d, J = 7,5) 101,6 

2” * 74,5 ** 74,5 

3” * 76,8 ** 76,8 

4” * 70,7 ** 70,7 

5” * 76,2 ** 76,2 

6” * 68,5 ** 68,5 

1’’’ 4,37 (d, J = 1,0, 1H) 100,1 4,38 (d J =1,0) 100,9 

2’’’ * 70,8 ** 70,8 

3’’’ * 71,2 ** 70,9 

4’’’ * 71,9 ** 71,9 

5’’’ * 68,5 ** 68,5 

6’’’ 0,97 (d, J = 5,87, 3H) 18,0 0,98 (d, J = 6,0) 18,0 

* Foram observados sinais entre δH 3-3,9, como multipletos;  

** Segundo os autores, os sinais entre δH 3-3,9 são referentes aos H2’’, H6’’, H2’” e H5’”. 
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FIGURA 4.28 - Espectro de 1H da substância II (DMSO-d6, 400 MHz). 
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FIGURA 4.29 - Mapa de contorno de HSQC da substância II (DMSO-d6, 400/125 MHz). 
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FIGURA 4.30 - Mapa de contorno de COSY da substância II (DMSO-d6, 400 MHz). 

 

 



 

86 

FIGURA 4.31 - Mapa de contorno de HMBC da substância II (DMSO-d6, 400/125 MHz). 
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O flavonol kaempferol-O-rutinosídeo foi submetido à análise por CLUE-EM no modo 

negativo de ionização [M-H]- a fim de confirmar a estrutura proposta. Com tR 6,13 minutos foi 

detectado o íon total, sendo o kaempferol-O-rutinosídeo confirmado pelo íon precursor m/z 

593,1512 (FIGURA 4.32).  

 

FIGURA 4.32 - Cromatograma do íon extraído com m/z 593,1512 referente a identificação da 

substância II. 
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O espectro de primeira ordem forneceu um pico com m/z 593,1512 (FIGURA 4.32), 

confirmando a sua fórmula molecular proposta C27H30O15 a partir das buscas nas bases de 

dados contidas no Compound Crowler, e também por comparação com dados da literatura 

(FARIAS & MENDES, 2014; FERREIRA et al., 2014; JANG et al., 2016; PARDEDE et al., 

2017). 

Nos espectros de segunda ordem (FIGURA 4.33), foram apresentados dois picos 

com maior abundância, representado por duas perdas características de flavonoides O-

glicosilados. O fragmento [M-H-308,1206]- apresentou-se como o pico mais abundante em 

m/z 284,0408, sugerindo perda das unidades glicosídicas glucose-raminose [M-(Glu-Rham)-

H]-, conhecida como rutinosídica. Por meio de uma clivagem homolítica formou-se a aglicona 

kaempferol e foi originado um íon radicalar da aglicona desprotonada com m/z 285,0447 

(HVATTUM; EKERBERG, 2003). 

Na FIGURA 4.34, estão dispostas propostas gerais de fragmentação para a 

substância II (FABRE et al., 2001; TIBERTI et al., 2007). Vale ressaltar que algumas 

fragmentações que forneceriam informações sobre a posição das unidades glicosídicas, foram 

observadas apenas como ruídos e devido baixa intensidade no espectro de massas de segunda 

ordem não foram propostas. 
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FIGURA 4.33 - Espectros de primeira e segunda ordem ESI(-) QqToF MS/MS (35eV) da 

substância II de m/z 593,10. 

 

 

 

FIGURA 4.34 - Propostas de fragmentaçõesda substância II, segundo adaptações de Frabe et 

al. (2001), a partir do espectro de massas de segunda ordem, extraído de m/z 593,10. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Através do estudo químico das folhas das espécies de Erythroxylum, foi possível traçar 

a presença de alguns metabólitos secundários, contribuindo para o conhecimento químico e 

biológico das espécies estudadas, uma vez que são bastante restritas as informações sobre 

essas espécies. No entanto, a partir dos experimentos realizados neste estudo, não mostraram 

abundância de alcaloides tropânicos, como é amplamente conhecido pelo gênero. 

O estudo dos compostos voláteis das folhas de E. deciduum utilizando as técnicas de 

extração HS-SPME e hidrodestilação, em comparação dos dados da literatura, levou a 

caracterização majoritária de hidrocarbonetos alifáticos, além de cetonas, aldeídos, alcoóis, 

ésteres e esteróides, independente da técnica de extração utilizada. A investigação do perfil 

dos COVs permitiu a identificação de 26 substâncias obtidas a partir da técnica de 

hidrodestilação e 21 a partir da extração MEFS, sendo pouco relatadas para o gênero. 

Os perfis cromatográficos dos extratos etanólicos obtidos das folhas de E. tortuosum, 

E. campestre, E. suberosum e E. deciduum por CLAE-DAD, CG-EM e RMN 1H sugeriram a 

presença de metabólitos secundários como, flavonoides, alcaloides e esteroides, sendo essas 

classes já reportadas para este gênero. O estudo do perfil químico dos extratos etanólicos de 

E. deciduum, obtidos por percolação ou por extração com dispersor homogeneizador por 

ultraturrax, indicou a presença de flavonoides, sendo estes do tipo flavona, flavanonas e 

flavonois com diferentes substituintes. 

A avaliação do potencial citotóxico dos extratos enfatiza a importância do estudo de 

espécies do gênero Erythroxylum, os quais obtiveram resultados significativos para os 

extratos obtidos por ultra turrax frente a células HeLA (diclorometano e metanol de E. 

campestre; diclorometano e metanolde E. suberosum; acetato de etila de E. deciduum e 

metanol de E. tortuosum). O extrato etanólico de E. deciduum (obtido por percolação) 

apresentou expressiva atividade citotóxica frente à linhagem 4T1, evidenciando a necessidade 

de caracterização da composição química do extrato e realização de ensaios in vivo. 

O estudo químico do extrato etanólico das folhas de E. deciduum levou ao isolamento 

e identificação estrutural de dois metabólitos secundários. A partir do extrato etanólico das 

folhas de E. decidum foi possível isolar substâncias pertencentes a classe dos flavonois: 4’,7-

di-O-metilquercetina-3-O-β-rutinosídeo (I) e kaempferol-3-O-rutinosídeo (II). Essas mesmas 

substâncias foram confirmadas por desreplicação, em análises realizadas por CLUE-QqTOF e 

espectrometria de massas sequencial, assim como também foram identificadas as substâncias 

rutina (III) e catequina ou epicatequina (IV). 
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Desta forma, as contribuições deste trabalho, referente às espécies do gênero 

Erythroxylum, em especial E. deciduum, se fizeram importantes para o conhecimento químico 

e biológico das espécies estudadas. O estudo também possui sua importância ao fornecer 

dados inéditos à literatura no que se referente ao melhor conhecimento da biodiversidade 

brasileira e das possíveis contribuições para a terapia do câncer. 
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ANEXO I -  Fluxograma geral para identificação das substâncias I e II. 

 


