
 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA 

INSTITUTO DE QUÍMICA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM QUÍMICA 

 

 

 

 

 

 

 

 

MICHELLE NAUARA GOMES DO NASCIMENTO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PERFIL METABOLÔMICO E AVALIAÇÃO BIOLÓGICA DE ESPÉCIES DE 

Senna E Cassia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

UBERLÂNDIA 

2020 



MICHELLE NAUARA GOMES DO NASCIMENTO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PERFIL METABOLÔMICO E AVALIAÇÃO BIOLÓGICA DE ESPÉCIES DE 

Senna E Cassia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação do Instituto de Química, da 

Universidade Federal de Uberlândia, 

como requisito para obtenção do título de 

Doutora em Química. 

 

Área de concentração Química Orgânica 

 

Orientador: Prof. Dr. Marcos Pivatto 

 

 

 

 

UBERLÂNDIA 

2020 



Nascimento, Michelle Nauara Gomes do, 1985-N244
2020 Perfil metabolômico e avaliação biológica de espécies

de Senna e Cassia [recurso eletrônico] / Michelle Nauara
Gomes do Nascimento. - 2020.

Orientador: Marcos Pivatto.
Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Uberlândia,

Pós-graduação em Química.
Modo de acesso: Internet.

CDU: 54

1. Química. I. Pivatto, Marcos,1979-, (Orient.).  II.
Universidade Federal de Uberlândia. Pós-graduação em
Química. III. Título.

Disponível em: http://doi.org/10.14393/ufu.te.2020.627
Inclui bibliografia.
Inclui ilustrações.

Ficha Catalográfica Online do Sistema de Bibliotecas da UFU
com dados informados pelo(a) próprio(a) autor(a).

Bibliotecários responsáveis pela estrutura de acordo com o AACR2:

Gizele Cristine Nunes do Couto - CRB6/2091





AGRADECIMENTOS 

 

Ao Prof. Dr. Marcos Pivatto pela orientação, apoio e confiança. Obrigada pelo tempo 

dedicado na realização deste trabalho e pelos ensinamentos transmitidos.  

Ao Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart, ao colega Dr. Mário Machado Martins e a Dr. Paula 

de Souza Santos do Laboratório de Nanobiotecnologia do Instituto de Biotecnologia da 

Universidade Federal de Uberlândia (IBTEC-UFU), pela realização dos experimentos de 

espectrometria de massas e atividade citotóxica.  

Aos Professores Dr. Carlos Henrique Gomes Martins e Dr. Luís Carlos Scalon Cunha 

pela realização dos ensaios antimicrobianos.  

Ao professor Dr. Foued Salmen Espindola, do Instituto de Genética e Bioquimica da 

UFU, pela disponibilidade bem como seu aluno Allisson Benatti Justino, pela realização 

do ensaio da atividade de inibição da lipase pancreática. 

Ao Prof. Dr. Waldomiro Borges Neto e ao aluno Lucas Gustavo da Costa pela realização 

das análises quimiométrias. 

Aos professores do Núcleo de Pesquisa em Produtos Naturais (NuPPeN) pela 

contribuição no meu processo de aprendizado. 

Ao Programa de Pós-Graduação em Química da Universidade Federal de Uberlândia – 

UFU, por oportunizar a realização deste trabalho. 

A todos os amigos que fizeram ou ainda fazem parte do NuPPeN e NPCBio. De um modo 

especial ao Mário, Marília, Thamires, Karina, Tiara, Gáveni e Raul, pelos bons momentos 

vividos durante esses anos, pelos ensinamentos compartilhados e por sempre estarem 

dispostos a ajudar.  

Aos meus filhos Sofia e Arthur e ao meu esposo Bruno, pelo carinho, paciência e pela 

capacidade de me trazerem paz em meio as dificuldades.  

A minha mãe Geisa e minha irmã Ayla por acreditarem em mim e por estarem presente 

em todos os momentos mais importantes da minha vida.  

A Deus por iluminar meus caminhos e me permitir chegar até aqui. 

 

 

 

 

 

 



RESUMO 

 

Espécies dos gêneros Senna e Cassia (Fabaceae) apresentam vasta diversidade 

química e relevante atividade biológica, o que nos motivou para a seleção de duas 

espécies de Cassia (C. fistula e C. bakeriana) e oito espécies de Senna (S. macranthera, 

S. occidentalis, S. siamea, S. obtusifolia, S. spectabilis, S. silvestris, S. pendula e S. alata), 

para serem estudadas do ponto de vista químico e biológico. Extratos etanólicos das flores 

e folhas destas espécies foram preparados e analisados por espectrometria de massas 

(EM) de alta resolução com ionização por eletrospray (IES). Através de ferramentas 

quimiométricas de análise de componentes principais (PCA) e análise hierárquica de 

agrupamentos (HCA) foi realizado um estudo para agrupar as espécies que apresentaram 

perfil metabólico semelhante. Em todas as análises S. spectabilis se manteve separada das 

demais, o que pode ser justificado pela presença dos alcaloides piperidínicos identificados 

por EM somente nesta espécie. O mesmo comportamento foi observado para 

S. macranthera, que também mostrou um perfil metabólico diferente, quando comparado 

com as demais espécies investigadas. As espécies S. siamea e S. silvestris ficaram 

agrupadas, sugerindo que ambas apresentam composição química semelhante. A análise 

dos EM e EM/EM, em comparação com bases de dados de produtos naturais e padrões 

de fragmentação conhecidos, permitiu identificar 48 compostos previamente relatados 

nas espécies de Senna e Cassia, tais como flavonoides (agliconas e glicosilados), 

antraquinonas, cromonas, ácidos fenólicos, proantocianidinas e alcaloides, importantes 

para a compreensão das análises de PCA e HCA. Os extratos etanólicos das folhas e flores 

de todas as espécies foram submetidos à avaliação da atividade de inibição da lipase 

pancreática, antimicrobiana e citotóxica. Na avaliação da atividade de inibição da lipase 

pancreática, o extrato das flores de C. fistula apresentou o melhor resultado com 

IC50 = 25,68 ± 1,72 µg mL–1. Os melhores resultados das análises das atividades 

antimicrobiana e citotóxica foram observados para o extrato etanólico e fração acetato de 

etila das flores de S. macranthera, que apresentaram atividade antifúngica contra três 

cepas de Candida (C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata), com valores de concentração 

inibitória mínima (CIM) variando de 23,43 a 5,86  µg mL−1 que quando comparadas com 

os dados descritos na literatura, indicam que as amostras são ativas e promissoras 

(CIM ≤ 50 µg mL−1) e, valores de índice de seletividade (IS), variando de 1,34 a 1,94 que 

indicam baixa citotoxicidade. A análise da fração acetato de etila de S. macranthera por 

CLAE-IES-EM/EM permitiu identificar um total de dezoito compostos, incluindo um 

ácido orgânico, dois flavan-3-ol, uma flavona, dois flavonois glicosilados, cinco dímeros 

e sete trímeros de proantocianidinas, que provavelmente estão associados aos resultados 

antimicrobianos desta espécie. Por não apresentar relatos na literatura, S. silvestris foi 

selecionada para o estudo químico mais detalhado visando o isolamento dos metabólitos 

secundários. O extrato etanólico das flores foi submetido ao fracionamento 

cromatográfico, o que levou ao isolamento de duas antraquinonas, crisofanol (I) e fisciona 

(II), um ácido graxo, o ácido palmítico (III), quatro flavonoides, luteolina (IV), 

aromadendrina (V), luteolina-7-O-glucosídeo (VIII) e quercetina-3-O-glucosídeo (IX), 

uma dihidroisocumarina, a 6-dihidroximeleina (VI) e uma cromona, a cassiacromona 

(VII) que foram caracterizados por técnicas espectroscópicas (espectroscopia de absorção 

na região do infravermelho, do ultravioleta-visível e ressonância magnética nuclear) e 

espectrométricas (espectrometrias de massas). 

 

Palavras-chave: Senna e Cassia, flores, folhas, quimiometria, espectrometria de massas, 

metabólitos secundários. 

 



ABSTRACT  

 

Species of the genus Senna and Cassia present a wide chemical diversity and relevant 

biological activity, which motivated us to select two species of Cassia (C. fistula and 

C. bakeriana) and eight of Senna (S. macranthera, S. occidentalis, S. siamea, 

S. obtusifolia, S. spectabilis, S. silvestris, S. pendula and S. alata), to be studied from 

chemical and biological aspects. The ethanol extracts from the leaves and flowers of these 

species were prepared and analyzed by mass spectrometry (MS) in high resolution with 

electrospray ionization (ESI). Through chemometric tools of principal component 

analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis (HCA) a study was made in order to 

group the species that presented a similar metabolic profile. In all analyzes S. spectabilis 

remains far apart from the others, which can be justified by the presence of the piperidine 

alkaloids, identified by MS only in this species. The same behavior was observed for 

S. macranthera, which shown a different metabolic profile, when compared with the 

other investigated species. The species S. siamea and S. silvestris remain grouped, 

suggesting that both have a similar composition. MS analysis allowed to identify 48 

compounds previously reported in the species, such as flavonoids (aglycones and 

glycosylated), anthraquinones, chromones, phenolic acids, proanthocyanidins and 

alkaloids, important for the understanding of PCA and HCA analyzes. The ethanolic 

extracts of leaves and flowers of all species were submitted to the evaluation of inhibition 

of pancreatic lipase, antimicrobial and cytotoxic activity. The ethanolic extract of the 

flowers of C. fistula showed the best result in the inhibition of pancreatic lipase activity 

with IC50 = 25.68 ± 1.72 µg mL– 1. The best results of the analysis of antimicrobial and 

cytotoxic activities were observed for the ethanolic extract and ethyl acetate fraction of 

the S. macranthera flower, which presented antifungal activity against three strains of 

Candida (C. albicans, C. tropicalis and C.  glabrata), with minimum inhibitory 

concentration (MIC) values ranging from 23.43 to 5.86 μg mL−1 which, when compared 

with the data described in the literature, indicate that the samples are active and promising 

(MIC ≤ 50 µg mL−1) and, the selectivity index (SI) values ranged from 1.34 to 1.94, 

indicate a low cytotoxicity. Analysis of the S. macranthera flowers ethyl acetate fraction 

by HPLC-ESI-MS/MS allowed to identify a total of the eighteen compounds, including 

one organic acid, two flavan-3-ol, one flavone, two glycosylated flavonols, five 

proanthocyanidin dimers, and seven proanthocyanidin trimers, that are probably 

associated with the antimicrobial results of this species. Due to the lack of reports in the 

literature, S. silvestris was selected for a more detailed chemical study aiming at the 

isolation of secondary metabolites. The ethanolic extract of the flowers was submitted to 

chromatographic fractionation, which led to the isolation of two anthraquinones, 

chrysophanol (I) and physcion (II), one fatty acid, palmitic acid (III) four flavonoids, 

luteolin (IV), aromadendrin (V), luteolin-7-O-glucoside (VIII) and quercetin-3-O-

glucoside (IX), a dihydroisocoumarin, 6-dihydroxymellein (VI) and one chormone 

cassiachromone (VII) which were characterized by spectroscopic (infrared, ultraviolet-

visible and nuclear magnetic resonance spectroscopy) and spectrometric (mass 

spectrometry) techniques. 

 

Keywords: Senna and Cassia, flowers, leaves, chemometrics, mass spectrometry, 

secondary metabolites. 
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1 – INTRODUÇÃO  

 

1.1 – Produtos naturais  

 

Os produtos naturais (PNs), em especial aqueles oriundos das plantas, têm sido 

durante séculos utilizados na medicina tradicional para o controle e cura de diversas 

doenças, principalmente nos países em desenvolvimento nas comunidades mais carentes, 

chegando a representar 80% dos recursos básicos de saúde (AGRA, FREITAS, 

BARBOSA-FILHO, 2007). O conhecimento tradicional associado ao uso das plantas 

impulsionou o desenvolvimento de metodologias e equipamentos para o isolamento de 

mais de 12.000 compostos bioativos, dos quais 122 são comercializados atualmente 

(FABRICANT, FARNSWORTH, 2001).  

Entre os vários exemplos de fármacos isolados de PN vale destacar a quinina (1), 

o primeiro fármaco antimalárico isolado das cascas de espécies de Chinchona; a 

penicilina G (2), isolada em 1928 dos fungos do gênero Penicillium, que é a gênese para 

o desenvolvimento dos antibióticos; a morfina (3), analgésico isolado de Papaver 

somniferum; a vimblastina (4) e vincristina (5), isolados de Catharanthus roseus, que são 

quimioterápicos importantes no tratamento da leucemia; o paclitaxel (6), isolado das 

cascas do Taxus brevifolia, importante medicamento utilizado no tratamento do câncer 

de mama e ovário; a digoxina (7), utilizada como cardiotônico e isolada de 

Digitalis lanata; a doxorrubicina (8), um antibiótico, isolado da bactéria Streptomyces 

peucetius, usado em associação com fármacos para o tratamento de diversos tipos de 

câncer; a ciclosporina (9), isolada do fungo Tolypocladium inflatum, utilizada como 

imunossupressora no pós cirúrgico de pacientes que tiveram órgãos transplantados para 

evitar a rejeição (Figura 1) (BARREIRO, 1990; BRAZ-FILHO, 2010; CHAVES, 

ALBERTI, PETROIANU, 2008; CHEUKA et al., 2017; MISHRA, TIWARI, 2011 ).  

Produtos naturais também têm sido fonte de inspiração para o desenvolvimento 

de novos medicamentos até os dias atuais. São exemplos a apomorfina (10), um composto 

sintético baseado na estrutura da morfina, comercializada como Apokyn®, e usada para o 

tratamento da doença de Parkinson (DELEU, HANSSENS, NORTHWAY, 2004); a 

nitisinona (11), um derivado sintético baseado na estrutura do PN leptospermona (12), 

isolado da espécie Callistemon citrinus, é comercializada como (Orphadin®), e utilizada 

para o tratamento de algumas doenças hereditárias como a tirosinemia hereditária tipo 1 

(DAS, 2017; SANTRA, BAUMANN, 2008); e o miglustat (13) (Zavesca®), o primeiro 
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iminoaçúcar extraído de plantas e microrganismos, aprovado pelo FDA para o tratamento 

da doença de Gaucher (Figura 1) (ABIAN et al., 2011; MISHRA et al., 2016).  
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Figura 1 – Produtos naturais e derivados bioativos.  

 

Fonte: autora.
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A busca por substâncias biologicamente ativas a partir de plantas merece 

destaque, pela capacidade que os vegetais apresentam de produzir e acumular estruturas 

moleculares extremamente funcionalizadas, complexas e incomuns, capazes de interagir 

com diferentes alvos específicos dentro e fora das células (BAKER et al., 2007; 

MISHRA, TIWARI, 2011). Assim, as plantas representam uma fonte promissora para 

estudos visando a descoberta de novas arquiteturas moleculares que possam ser usadas 

para o desenvolvimento de novos medicamentos. Tal importância fica evidente quando 

se analisa os percentuais dos novos medicamentos aprovados pelo Food and Drug 

Administration (FDA) em um levantamento realizado por Newman e Cragg (2020), ao 

longo do período de janeiro de 1981 a setembro de 2019, onde os PNs representam 67% 

dos novos fármacos aprovados contendo pequenas moléculas, sendo: 5% PN na sua forma 

original, 26% derivados de PNs (semi-síntese), 1% PN botânico (mistura definida), 4% 

sintético mas com grupo farmacofórico de origem no PN e 31% obtidos por síntese total, 

mas considerando os PNs como fonte de inspiração (Figura 2) (NEWMAN, CRAGG, 

2020). 

 

Figura 2 – Fármacos aprovados pelo FDA de janeiro de 1981 a setembro de 2019 

(total = 1881).  

 

Legenda: S*/MN = Sintético com grupo farmacofórico inspirado em produto natural; 

S* = Sintético com grupo farmacofórico de produto natural; S/MN = Sintético inspirado em 

produto natural (“imitação de produto natural”); S = Totalmente sintético; DN = Derivado de 

produto natural (modificação semi-sintética); NB = Produto natural botânico (mistura definida); 

N = Produto natural inalterado.  

Fonte: adaptado de Newman e Cragg (2020). 

NB, 1% N, 5%

S*/MN, 15%
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S/MN, 16%
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Neste contexto, o Brasil encontra-se em situação privilegiada. Considerado o país 

com a maior biodiversidade do mundo, com aproximadamente 25% do total das espécies 

vegetais do planeta, das quais muitas são endêmicas (JOLY et al., 2011), representa um 

vasto reservatório ainda a ser explorado.  

No entanto, se considerarmos a grandeza da biodiversidade brasileira, o número 

de fármacos e fitoterápicos desenvolvidos ainda é pequeno. Um dos exemplos marcantes 

está relacionado ao desenvolvimento do captopril (14) (Figura 3), medicamento utilizado 

há mais de 20 anos para o tratamento da hipertensão, que foi desenvolvido a partir da 

descoberta do peptídeo teprótido (15), responsável pela inibição da enzima conversora de 

angiotensina (I em II), que foi isolado do veneno da jararaca (JOLY et al., 2011). Outro 

exemplo é o Acheflan®, um anti-inflamatório de uso tópico desenvolvido a partir do óleo 

extraído de Cordia verbenaceae, cuja composição predominam os metabólitos 

α- humuleno (16) e trans-cariofileno (17) (Figura 3). Essa planta é conhecida 

popularmente como erva-baleeira e utilizada pelos caiçaras por suas propriedades 

anti- inflamatórias, analgésicas e antirreumáticas. No mercado desde 2005, o Acheflan 

teve todas as etapas de desenvolvimento realizadas no Brasil pelo laboratório Aché em 

parceria com universidades brasileiras, sendo considerado por isso um marco para a 

indústria farmacêutica nacional (DUTRA et al., 2016; JOLY et al., 2011; 

QUEIROZ et al., 2014).  

 

Figura 3 – Produtos naturais (15−17) e derivados (14) bioativos oriundos da 

biodiversidade brasileira.  

 
Fonte: autora. 
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O segundo exemplo de medicamento desenvolvido nacionalmente, é o Fitoscar® 

que tem propriedades cicatrizantes. Comercializado pelo laboratório Apsen na forma de 

extrato padronizado de Stryphnodendron adstringens, popularmente conhecido como 

barbatimão, esse fitomedicamento é rico em compostos fenólicos e taninos 

(QUEIROZ et al., 2014).  

É inegável a importância que os PNs desempenham no processo de descoberta e 

desenvolvimento de fármacos. E apesar dos inúmeros trabalhos realizados, estima-se que 

somente 6% das cerca de 350.000 espécies vegetais conhecidas mundialmente foram 

estudadas do ponto de vista farmacológico, e apenas 15% do ponto de vista químico 

(CRAGG, NEWMAN, 2013). Desta forma, sabendo que uma planta pode conter milhares 

de substâncias químicas, ainda há muito a ser explorado. Neste contexto, Fabaceae 

apresenta grande importância, visto que é considerada a segunda maior família de plantas 

medicinais (GAO et al., 2010).  

 

1.2 – A família Fabaceae  

 

Fabaceae, é uma família grande e economicamente importante de espécies que 

apresentam flores. Comumente conhecida como a família das leguminosas, é um grupo 

com ampla distribuição que ocupa a terceira posição em número de plantas terrestres; 

com 730 gêneros e mais de 19.400 espécies, está atrás apenas das Orchidaceae e 

Asteraceae (RAHMAN, PARVIN, 2014). No Brasil, é representada por 212 gêneros e 

2.717 espécies (DUTRA et al., 2014). Está presente nos seis biomas brasileiros e, por 

apresentar grande amplitude em termos de formas de vida, incluindo árvores, arbustos e 

plantas herbáceas perenes ou anuais, contribui de forma significativa com a diversidade 

paisagística observada nos diferentes biomas. É considerada a maior família em espécies 

na Floresta Amazônica e Caatinga, e ocupa a segunda posição na Mata Atlântica, Cerrado 

e Pantanal (BFG, 2015).  

Muitas espécies de Fabaceae possuem grande importância econômica pela 

produção de alimentos como: Glycine max (soja), Phaseolus (feijão), Pisum sativum 

(ervilha), Cicer arietinum (grão de bico) e Glycyrrhiza glabra (alcaçuz) (SPRENT, 2009; 

WOJCIECHOWSKI, LAVIN, SANDERSON, 2004). Pelo fato de estabelecerem 

associações com bactérias dos gêneros Rhyzobium e Bradyrhyzobium, que são 

importantes fixadores de nitrogênio promovendo a fertilidade do solo 

(JUDD et al., 2008). Além disso, Fabaceae possui mais de 490 espécies que são utilizadas 
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na medicina popular para o tratamento de diversas doenças como: as folhas de 

Caesalpinia ferrea (Jucá, pau-ferro-verdadeiro) utilizadas no tratamento de feridas; as 

folhas e flores de Cajanus cajan (ervilha-de-angola), indicadas para tratar úlceras; o óleo 

das cascas de Copaifera langsdorffii (bálsamo) usado no tratamento de feridas e úlceras 

gastricas; as cascas de Stryphnodendron adstringens (barbatimão) recomendadas contra 

leucorréia; as raízes de Glycyrrhiza glabra (alcaçuz) indicada para tratar bronquite, 

rouquidão, como estimulante da menstruação e para aumentar a produção de leite em 

lactantes (FENNER et al., 2006; GAO et al., 2010). Dentre os diversos gêneros 

pertencentes a família Fabacea, Cassia e Senna juntos apresentam o maior número de 

espécies que são utilizadas na medicina tradicional.  

 

1.3 – Os gêneros Senna e Cassia 

 

Cassia L. e Senna Mill., juntamente com Chamaecrista Moench, são os três 

gêneros pertencentes a tribo Cassieae, subtribo Cassiinae, que até 1981 faziam parte do 

gênero Cassia quando, Irwin e Barneby revisaram a classificação taxonômica e o 

subdividiram em Cassia e Senna (VIEGAS JÚNIOR et al., 2006), com 350 e 300 

espécies, respectivamente (BENTHAM, 1871; MARAZZI et al., 2006). Estão 

amplamente distribuídas em todo o planeta, como árvores, arbustos e ervas 

(BOONKERD, PECHSRI, BAUM, 2005).  

O gênero Senna tem cerca de 80% de suas espécies ocorrendo no continente 

americano, e as demais na África, Madagascar, Austrália, Índia e nas ilhas do Pacífico. 

No Brasil estão presentes cerca de 80 espécies, distribuídas nas regiões norte, nordeste, 

sudeste e sul (IRWIN & BARNEBY, 1982; MARAZZI et al., 2006; RAHMAN, 

RAHMAN, BEGUM, 2013; SILVA et al., 2016; SOUZA, BORTOLUZZI, 2010). Já o 

gênero Cassia, possui distribuição pantropical com poucas espécies na Ásia 

(BOONKERD, PECHSRI, BAUM, 2005). No Brasil ocorrem cerca de 11 espécies 

distribuídas nas 5 regiões brasileiras (SOUZA, BORTOLUZZI, 2010).  

Na medicina popular, espécies de ambos os gêneros são comumente usadas para 

tratar diversas enfermidades. As folhas de S. corymbosa, são utilizadas como laxante; as 

folhas S. spectabilis são utilizadas como laxante e as casca do caule são indicadas para 

tratar gripes e resfriados; as sementes de S. obtusifolia são usadas contra insônia, dor de 

cabeça, constipação intestinal, tosse, visão turva, visão dupla, congestão ocular e 

hipertensão (LORENZI, 2008); as folhas e raízes de S. sophera são usadas no tratamento 
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de dispepsia; folhas e sementes de S. tora são recomendadas como vermífugo e para tratar 

doenças de pele e asma (RAHMAN, PARVIN, 2014); as folhas de S. alata são 

empregadas no tratamento de eczema, infecções de pele, herpes e sarna e as 

inflorescências no tratamento de hemorroidas (LORENZI, 2008; MACEDO, 

FERREIRA, 2004; RAHMAN, PARVIN, 2014); S. reticulata, utilizada no tratamento do 

reumatismo e para obstruções do fígado (SANTOS, SILVA, BRAZ-FILHO, 2008); e as 

folhas, caule, raízes, flores e sementes de S. siamea são utilizadas para tratara malária 

(KAMAGATÉ et al., 2014).  

Dentre as espécies do gênero Cassia, merecem destaque, C. fistula, cujos frutos 

são utilizados como laxante, para o tratamento de infecções de pele, para alívio das dores 

do reumatismo, infecção nasal e até contra os efeitos de picada de cobras. Além disso, 

suas raízes são ditas purgativas, adstringentes e tônicas. Na Índia esta espécie é 

amplamente utilizada por apresentar ação hepatoprotetora, anti-inflamatória, 

antitussígeno, antifúngica e antibacteriana (DANISH et al., 2011; LORENZI, 2008; 

SAMY, IGNACIMUTHU, SEN, 1998). É relatado que o suco das raízes de 

C. occidentalis é usado no tratamento de micoses (DEVI, GUPTA, SINGH, 2012), e que 

as cascas das raízes são usadas no tratamento das afecções do fígado e da hidropsia, da 

anemia, dispepsia flatulenta e suspensão da menstruação. As folhas são utilizadas para 

facilitar ou aumentar o fluxo menstrual, como purgativas e, na forma de cataplasma são 

usadas para acelerar a cicatrização de feridas e combater impingens e pano-branco (nomes 

populares para doenças de pele causadas por fungos) (LORENZI, 2008). Na África, as 

raízes de C. abbreviata são utilizadas no tratamento da malária e como antitérmico 

(MAKUNDI et al., 2006; MUTHAURA et al., 2007), as folhas são utilizadas para o 

tratamento do diabetes (KETER, MUTISO, 2012), e as raízes, folhas e casca são 

utilizadas no tratamento da infertilidade, tosse, vômitos, epilepsia, sífilis, gonorreia, 

icterícia e hérnia (AUGUSTINO et al., 2011; MONGALO, MAFOKO, 2013).  

Senna e Cassia apresentam uma composição química bastante diversificada, 

sendo conhecidos pela ocorrência dos alcaloides piperidínicos, que apresentam 

propriedades farmacológicas importantes (MELO et al., 2014; PIVATTO et al., 2005; 

VIEGAS JÚNIOR et al., 2006). Das folhas de C. carnaval foram isolados os alcaloides 

(−)-cassina (18), carnavalina (19), (+)-prosopinona (20) e o alcaloide D (21) (Figura 4) 

(LYTHGOE, VERNENGE, 1967; LYTHGOE et al., 1972).  

Das flores de C. jahnii, foram isolados os alcaloides 18 e 19 (MENDEZ, 1971). 

Das flores de S. spectabilis também foi isolado o alcaloide (−)-cassina (18), juntamente 
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com o homólogo (−)-espectalina (22), que apresentaram atividade antimalárica 

(PIVATTO et al., 2014) e leishmanicida para as formas promastigotas de 

Leishmania major (MELO et al., 2014). Os alcaloides (−)-espectalina (22), (−)-3-O-

acetilespectalina (23), (−)-7-hidroxi-espectalina (24), iso-6-espectalina (25), isolados das 

flores e dos frutos verdes de S. spectabilis, apresentaram citotoxicidade seletiva frente 

linhagens mutantes de Saccharomyces cerevisiae, o que indica uma potencial atividade 

antitumoral (VIEGAS JÚNIOR et al., 2004). Atividade antinociceptiva (ALEXANDRE-

MOREIRA et al., 2003) e inibidora da acetilcolinesterase (SILVA et al., 2010; 

VIEGAS JÚNIOR et al., 2005), também têm sido atribuídas a estes metabólitos. 

Alcaloides piridínicos foram relatados nas folhas de S. multijuga; são eles: multijuguinato 

de metila (26), 12’- hidroxi-7’-multijuguinol (27), 12’-hidroxi-8’-multijuguinol (28),    

7’-multijuguinol (29) e 8’-multijuguinol (30) (Figura 4). Destes, 27 e 29 apresentaram 

moderada inibição da acetilcolinesterase (FRANCISCO et al., 2012).  

 

Figura 4 – Estruturas de alcaloides piperidínicos (18−25) e piridínicos (26−30) isolados 

de espécies dos gêneros Senna e Cassia. 

 
Fonte: autora.  
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Adicionalmente, outras classes de compostos foram isoladas de ambos os gêneros, 

como antraquinonas (31−36) e biantraquinonas (39−41) (Figura 5) 

(CHAUHAN et al., 2001; FARAG, et al., 2015; KITANAKA, TAKIDO, 1995), 

senosídeos (37−38) (VIEGAS JÚNIOR et al., 2013), flavonoides (43 e 52) 

(INGKANINAN, IJZERMAN, VERPOORTE, 2000), um alcaloide indólico (44), 

proantocianidinas (45) (COETZEE et al., 1999), terpenoides (46−48), cromonas (49−50), 

xantonas (51) (SELEGATO et al., 2017), além de, lactonas (KITANAKA, 

TAKIDO, 1981), polissacarídeos (KAPOOR et al., 1998), esteroides e taninos 

(SILVA et al., 2010; SILVA et al., 2014; SOB et al., 2008; SOB et al., 2010) (Figura 5). 

Muitos destes com atividade biológica considerável. Como exemplos podem ser citadas 

as atividades analgésica e anti-inflamatória descritas para o alcaloide indólico 

cassiaindoline (44), isolado das folhas de C. alata (VILLASEÑOR, SANCHEZ, 2009); 

atividade anti-alergênica da antraquinona glicosilada torosídeo B (42), isolada das 

sementes de C. torosa (KANO et al., 1999); atividade citotóxica da flavona torosaflavona 

C (43) contra linhagens de células tumorais KB (KITANAKA, TAKIDO, 1991); e 

atividade inibitória de lipases da protobutinidina butiniflavan-(4→8)-epicatequina (45), 

isolada das cascas de C. petersiana (COETZEE et al., 1999; HATANO et al., 1997).  

Os dados apresentados até aqui mostram que as espécies dos gêneros Senna e 

Cassia, são uma importante fonte de metabólitos secundários bioativos e promissores 

como modelos para o desenvolvimento de novos fármacos, agroquímicos e pesticidas. 

Nesse sentido, é importante o estudo das espécies ainda não avaliadas, e neste contexto 

S. silvestris, foi selecionada para o estudo químico.  

 



34 

Figura 5 – Metabólitos secundários isolados de espécies dos gêneros Senna e Cassia. 

 
Fonte: autora. 
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1.4 – Atividades biológicas  

 

1.4.1 – Atividade antimicrobiana 

 

Extratos e frações obtidos de diferentes espécies dos gêneros Senna e Cassia foram 

avaliados em experimentos in vitro contra diferentes cepas de bactérias e fungos, e um 

número significativo apresentou atividade antimicrobiana. Os extratos metanólicos das 

raízes de C. occidentalis, C. singueana e das folhas de C. tora apresentaram atividade 

antifúngica, quando avaliados pelo método de difusão em ágar contra os dermatófitos 

Trichophyton rubrum, T. mentagaphytes, Microsporum canis e Aspergillus fumigatus 

(ADAMU et al., 2006). Os extratos orgânicos e aquosos das folhas de C. occidentalis 

também apresentaram atividade antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa, 

P. mirabilis e Candida albicans. A análise fitoquímica revelou a presença de 

antraquinonas, carboidratos, glicosídeos, esteroides, flavonoides, saponinas e mucilagens 

(ARYA et al., 2010). Daniyan e colaboradores (2011), ao investigar as flores de 

C. occidentalis, encontrou valores de CIM de 25 e 35 mg mL−1 para o extrato clorofórmio 

e aquoso, respectivamente, frente ao microrganismo Klebsiela pneumoniae 

(DANIYAN et al., 2011). Diferentes extratos obtidos das folhas e sementes desta mesma 

espécie, também foram avaliados contra diferentes microrganismos, sendo os melhores 

resultados obtidos para o extrato em metanol (ODEJA et al., 2015; RAJNI et al., 2014). 

Chanda e colaboradores (2012), ao investigar a atividade antimicrobiana das folhas 

e caule de quatro espécies de Cassia (C. auriculata, C. fistula, C. siamea e C. tora), 

encontrou os melhores resultados para o extrato das folhas de C. auriculata. Foram 

observados valores de CIM < 97 e 6250 µg mL−1 frente a Bacillus megaterium e CIM de 

97 e 390 µg mL−1 frente a K. pneumoniae, para os extratos em acetona e metanol, 

respectivamente (CHANDA et al., 2012).  

Extratos etanólicos e frações das cascas e folhas de C. bakeriana foram avaliados 

contra bactérias orais, e os melhores resultados foram observados para a fração 

diclorometano das cascas, com valores de CIM de 12,5 µg mL−1 contra 

Actinomyces naeslundii e Fusobacterium nucleatum e 20 µg mL−1 contra 

Bacteroides fragilis. O estudo químico desta fração levou ao isolamento da antraquinona 

reina que exibiu elevada atividade contra Prevotella nigrescens, A naeslundii e 
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Porphyromonas gingivalis com valores de CIM de 3,12, 20,0 e 25,0 µg mL−1, 

respectivamente (CUNHA et al., 2017).  

Entre as diversas espécies de Cassia avaliadas, C. fistula também foi amplamente 

investigada. Os extratos obtidos das folhas e vagens apresentaram atividade boa ou 

moderada contra as bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis e 

Pseudomonas aeruginosa (MANE et al., 2012). O extrato hidroalcoólico das folhas de 

C. fistula também apresentou bons resultados, quando avaliados frente as bactérias 

Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e P. aeruginosa e frente 

aos fungos Aspergillus niger, A. clavatus e C. albicans (BHALODIA, SHUKLA, 2011). 

No estudo realizado por Duraipandiyan e Ignacimuthu (2007), os extratos em hexano, 

clorofórmio, acetato de etila, metanol e água, obtidos das flores de C. fistula foram 

avaliados frente a bactérias e fungos e os melhores resultados foram observados para a 

fração acetato de etila. Seu fracionamento levou ao isolamento do ácido 4-hidroxibenzoico 

que apresentou atividade antifúngica contra Trichophyton mentagrophytes e 

Epidermophyton floccosum (CIM 0,5 mg mL−1) (DURAIPANDIYAN, 

IGNACIMUTHU, 2007).  

Dentre os microrganismos infecciosos, aqueles que levam a doenças bucais, como 

a cárie e a periodontite, merecem destaque. A boca abriga a segunda comunidade 

microbiana mais diversificada do corpo, com mais de 700 espécies de bactérias que 

colonizam as superfícies dos dentes, língua, gengiva, bochechas internas, palato e 

amígdalas (KILIAN et al., 2016). As bactérias do gênero Streptococcus representam cerca 

de 20% destas bactérias e o acúmulo de espécies como S. mutans na cavidade oral, pode 

provocar a cárie dentária, que se não for controlada pode evoluir para uma inflamação e 

causar a morte do tecido (HUANG et al., 2011; MAHASNEH, MAHASNEH, 2017). As 

bactérias Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans são consideradas os principais agentes 

patógenos responsáveis pelo avanço da periodontite (ALLAKER, DOUGLAS, 2009). 

Além disso, estudos indicam que as bactérias orais podem desencadear outras doenças, 

como pneumonia, doenças cardiovasculares, infecções de garganta, endocardite e até 

câncer (AAS et al., 2005; WHITMORE, LAMONT, 2014).  

No que diz respeito as infecções fúngicas, tem se observado o aumento 

significativo, o que contribui para as elevadas taxas de mortalidade, principalmente em 

populações de baixa renda e entre pacientes imunocomprometidos 

(BASSETTI et al., 2013; NG et al., 2015; SARDI et al., 2013). As principais formas de 
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manifestações são dermatites, como pé de atleta, micose do couro cabeludo, infecção nas 

unhas, na mucosa oral e em órgãos genitais, como a candidíase vulvovaginal. Estas 

infecções superficiais são causadas por fungos do gênero Candida, que constituem a 

segunda causa mais frequente de infecções por fungos em todo o mundo 

(BROWN et al., 2012; WHIBLEY, GAFFEN, 2015). Apesar das infecções mucocutâneas 

por Candida serem geralmente leves ou autolimitadas, como candidíase oral e vaginal, as 

espécies de Candida podem causar infecção sistêmica potencialmente fatal, com taxas de 

mortalidade relatadas em até 80%. Além de estarem associadas à doença inflamatória 

intestinal e à asma (WHIBLEY, GAFFEN, 2015).  

Dentre as espécies de Candida que fazem parte da flora microbiana do organismo 

humano, as espécies C. albicans, C. glabatra, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e 

C.  dubliniensis são as mais frequentemente encontradas e quando em desequilíbrio estão 

associadas ao aparecimento de doenças (WHIBLEY, GAFFEN, 2015). Destas, 

C. albicans e C. glabrata são consideradas as leveduras patogênicas mais importantes e 

juntas são responsáveis por aproximadamente 65 a 75% de toda a candidíase sistêmica, 

seguidas por C. parapsilosis e C. tropicalis (BRUNKE, HUBE, 2013). Neste trabalho 

foram avaliadas as espécies C. albicans, C. glabatra e C. tropicalis. Devido a sua 

capacidade de formar biofilmes, as espécies de Candida estão associadas ao aumento da 

resistência a agentes antimicrobianos e têm sido amplamente estudadas, principalmente 

no que diz respeito ao mecanismo de ação dos antifúngicos (BACHMANN et al., 2002). 

Um problema específico ocorre com C. glabrata, que é resistente às classes mais comuns 

de medicamentos, azóis e equinocandinas (PFALLER, 2012). Assim, a busca de novos 

agentes antimicrobianos de fontes naturais como alternativa terapêutica se torna 

importante. 

 

1.4.2 – Atividade inibidora da lipase pancreática 

 

A obesidade resulta de um aumento descontrolado no acúmulo de lipídios no tecido 

adiposo, devido à ingestão excessiva de calorias (JAWED et al., 2019). Sua prevalência 

está aumentando em um ritmo alarmante em diversos países, entre todas as faixas etárias 

e está se tornando um grande problema de saúde pública, com custos sociais elevados 

(MOHAMED et al., 2014). Diversos estudos mostram que a obesidade está diretamente 

relacionada a inúmeras complicações, causando ou intensificando distúrbios como 

diabetes, hipertensão, doenças cardiovasculares, além de doenças crônicas, como acidente 
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vascular cerebral, osteoartrite, apneia do sono, patologias baseadas em inflamação e até 

câncer (MOHAMED et al., 2014).  

Os lipídios da dieta, compostos principalmente por triglicerídios, são considerados 

a principal fonte de calorias indesejadas. No intestino, estes compostos são hidrolisados 

pela lipase pancreática em monoglicerídios e ácidos graxos, para posterior absorção. 

Assim, uma das estratégias mais usadas na busca de novos compostos com ação 

antiobesidade, consiste em inibir a digestão de triglicerídeos, através da inibição da lipase 

pancreática (JAWED et al., 2019).  

Entre os fármacos clinicamente aprovados para o tratamento da obesidade, o 

orlistat (53), é um inibidor da lipase pancreática, derivado semissintético da lipstatina (54), 

inibidor de lipase de ocorrência natural produzido pela bactéria Streptomyces toxytricini 

(Figura 6). Após se ligar covalentemente ao sítio ativo da lipase pancreática, o orlistat 

forma um complexo estável, que induz uma alteração conformacional na enzima expondo 

o sítio catalítico ativo. Isto leva à acilação do grupo hidroxila presente no resíduo de serina, 

inativando-a. Assim, a lipase é incapaz de hidrolisar as gorduras que são então excretadas 

pelas fezes (AL-SUWAILEM et al., 2006). Apesar de ser um dos medicamentos mais 

vendidos no mundo, efeitos colaterais desagradáveis, como diarreia, flatulências, inchaço, 

dor abdominal e dispepsia têm sido associados ao seu uso (MOHAMED et al., 2014).  

 

Figura 6 – Lipstatina (54): inibidor da lipase pancreática isolado de 

Streptomyces toxytricini, e seu derivado orlistat (53).  

 

Fonte: autora. 
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Na busca por potenciais agentes antiobesidade, que sejam eficazes e que não 

apresentem efeitos colaterais, os PNs, podem ser uma alternativa segura e eficaz. Várias 

plantas, incluindo extratos e compostos purificados têm sido amplamente estudados e, 

diversas classes de metabólitos secundários, como alcaloides, carotenoides, saponinas, 

terpenos, flavonoides e polifenóis foram relatados como inibidores da lipase pancreática 

(LUNAGARIYA et al., 2014; MOHAMED et al., 2014). Dentre estes, um papel 

significativo no controle da obesidade, tem sido atribuído principalmente aos flavonoides, 

seguido pelos compostos polifenólicos (KARRI et al., 2019).  

Algumas espécies de Senna e Cassia demonstraram em estudos químicos e 

biológicos serem fontes de compostos com atividade inibidora da lipase pancreática. O 

extrato padronizado dos frutos de C. nomame, comercializado com nome de Cassiolamina, 

é um fitoterápico utilizado como auxiliar nas dietas de perda de peso, com ação inibidora 

da lipase pancreática (BOORHEM, LAGE, 2009). Hatano e colaboradores (1997), ao 

investigar a composição química dos frutos de C. nomame, isolaram e identificaram vários 

compostos fenólicos, dentre eles a (2S)-3’,4’,7-trihidroxiflavan-(4β→8)-catequina (55) 

(Figura 7). Que apresentou o efeito inibitório mais potente com IC50 = 5,5 µM. A fração 

acetato de etila obtida das raízes de C. siamea apresentou porcentagem de inibição de 

74,3 ± 1,4%. Seu fracionamento levou ao isolamento da biantraquinona cassiamina A (56) 

(Figura 7) que apresentou inibição moderada (IC50 = 41,8 ± 1,2 µg mL−1) quando 

comparada com o padrão positivo orlistat (IC50 = 0,012 ± 0,002 µg mL−1) 

(KUMAR et al., 2013). As partes aéreas de C. auriculata e C. mimosoides também 

apresentaram efeito inibitório da lipase pancreática, com valores de IC50 de 6,0 ± 1,0 e 

100,0 µg mL−1, respectivamente (HABTEMARIAM, 2012; YAMAMOTO et al., 2000). 

Estes dados mostram que espécies de Senna e Cassia são promissoras na busca por novos 

agentes antiobesidade, o que nos motivou avaliar os extratos etanólicos como inibidores 

da lipase pancreática.  
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Figura 7 – Compostos isolados de espécies de Cassia com atividade inibidora da lipase 

pancreática. 

 
Fonte: autora. 

 

1.5 - Senna silvestris 

 

Senna silvestris (Vell.) H. S. Irwin & Barneby (Fabaceae) é um arbusto que atinge 

até 3 m de altura (Figura 8), podendo ser encontrada como árvore de até 20 m. Está 

presente em países como Brasil, Bolívia, Colômbia, Paraguai, Peru e Venezuela 

(IRWIN, BARNEBY, 1982). No Brasil, é relatada nos estados da Bahia, Espírito Santo, 

Goiás, Maranhão, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Pará, Tocantins, Rio de Janeiro, 

Roraima e Santa Catarina, ocorrendo em regiões de Mata Atlântica, Caatinga e Cerrado 

(IRWIN & BARNEBY, 1982).  

 

Figura 8 – Foto de Senna silvestris, detalhes da planta: flor (A) e fruto (B). 

 

Fonte: autora.  

 

A 

B 
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Conhecida popularmente como fedegoso do mato, apresenta floração exuberante, 

com potencial ornamental para uso em paisagismo (LORENZI, 2009). Por produzir grande 

quantidade de sementes e apresentar elevada resistência ao manejo em plantações e 

pastagens, é considerada, juntamente com as espécies S. alata, S. hirsuta, S. obtusifolia e 

S. occidentalis, uma das principais espécies daninhas no Brasil (LORENZI, 2000).  

No que diz respeito à atividade biológica, o extrato diclorometano das cascas de 

S. silvestris apresentou atividade antibacteriana frente à Mycobacterium tuberculosis 

(GRAHAM et al., 2003), e os extratos hidroalcóolicos das flores, cascas, frutos e folhas 

apresentaram atividade antiviral contra o vírus da hepatite B (QUINTERO et al., 2011), 

sendo os únicos relatos na literatura até o momento, o que nos motivou para a seleção desta 

espécie para o estudo químico.  

 

1.6 - Classes de compostos isolados de S. silvestris 

 

1.6.1 – Antraquinonas 

 

Reconhecida como a maior classe de quinonas (57) naturais, as antraquinonas 

fazem parte do grupo de metabólitos secundários que possuem um esqueleto semelhante 

ao antraceno (58) com um núcleo 9,10-antracenodiona (59) também conhecido como 

9,10- dioxoantraceno (Figura 9). São abundantes na natureza, sendo que setenta e nove 

compostos já foram isolados de fungos, líquens ou plantas. Nas Angiospermas ocorrem 

principalmente nas famílias Polygonaceae, Rhamnaceae, Rubiaceae, Xanthorrhoeaceae e 

Fabaceae (CHIEN et al., 2015; DEWICK, 2002). Diversas antraquinonas foram isoladas 

de espécies de Cassia e Senna (31−36) (Figura 5) e são consideradas os componentes 

ativos de Cassia angustifolia (sinonímia C. acutifolia) que é utilizada como laxante 

(MALIK, MÜLLER, 2016). 
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Figura 9 – Estrutura da quinona (57), antraceno (58) e núcleo fundamental das 

antraquinonas (59). 

 

Fonte: autora. 

 

As antraquinonas podem ocorrer livres ou na forma de glicosídeos, com uma ou 

mais moléculas de açúcar ligada nas formas de O- e/ou C-glicosídeo. São responsáveis por 

conferir cor às plantas e por isso são amplamente utilizadas como corantes naturais 

(SIMPSON, AMOS, 2017). Adicionalmente, apresentam importantes propriedades 

terapêuticas e farmacológicas, conhecidas há mais de 4000 anos na medicina popular (ex.: 

ruibarbo e babosa), sendo cada vez mais utilizadas nas áreas cosmética, alimentícia e 

farmacêutica (ALVES et al., 2004).  

Merecem destaque pelas atividades laxativa, já mencionada anteriormente 

(VAN GORKOM et al., 1999), anti-inflamatória (KHAN et al., 2012), anticâncer 

(CHA et al, 2005; LIN et al., 2009), antiviral (BARNARD et al., 1995), antifúngica 

(WUTHI-UDOMLERT, KUPITTAYANANT, GRITSANAPAN, 2010), antiagregante 

plaquetário (GAN et al., 2008), diurética, vasorelaxante (CHIEN et al., 2015) e efeitos 

neuroprotetores (JACKSON, VARRIER, KOCHANEK, 2013), além de apresentarem 

potencial para o tratamento da malária, como relatado por Winter e colaboradores (1995). 

Antraquinonas como a emodina (60) e a fisciona (61) (Figura 10) foram relatadas como 

inibidores de quinase e tirosinase (JAYASURIYA et al., 1992) e também apresentaram 

citotoxicidade contra células cancerígenas (LIN et al., 2009).  

A importância desses compostos também pode ser evidenciada pelo uso de 

derivados na prática clínica. A daunorrubicina (62), isolada de cepas de Streptomyces sp., 

é uma antraciclina contendo o núcleo antraquinônico, utilizada como antineoplásico no 

tratamento de leucemias. Os análogos sintéticos, mitoxantrona (63) e pixantrona (64), são 

aminoalquilaminoantraquinonas bis-substituídas também utilizadas como antineoplásicos. 

O composto 63 é usado principalmente no tratamento de leucemia, linfoma, câncer de 

mama e próstata; e devido aos seus efeitos imunossupressores, foi aprovado pelo FDA no 
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ano de 2000, para o tratamento de esclerose múltipla. O composto 64 é um medicamento 

anticâncer licenciado na Europa para casos agressivos e refratários de linfomas não 

Hodgkin (Figura 10) (MALIK, MÜLLER, 2016). 

 

Figura 10 – Antraquinonas presentes em fármacos comerciais. 

 

 

Fonte: autora. 

 

1.6.2 – Flavonoides  

 

Os flavonoides são uma classe de PNs amplamente distribuídos no reino vegetal 

que apresentam funções fundamentais no crescimento e desenvolvimento das plantas, 

como proteção contra a incidência de raios ultravioleta, proteção contra herbívoros e 

microrganismos patogênicos, atração de polinizadores e ação alelopática 

(GOULD, LISTER, 2006; HARBORNE, WILLIAMS, 2000). 

Os flavonoides são compostos polifenólicos com um núcleo central formado por 

15 átomos de carbonos, distribuídos em dois anéis aromáticos (anel A e B), interligados a 
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um anel heterocíclico central (benzopirano, anel C) (65). De acordo com o padrão de 

substituição existente no heterocíclico, os flavonoides são subdivididos em diferentes 

subclasses: flavanona (66 e 67), flavona (68 e 69), flavonol (70 e 71), flavanonol (72), 

flavanol (73 e 74), isoflavona (75 e 76) e antocianinas (77 e 78) (Figura 11). Vale ressaltar 

que nas antocianinas, flavanois, flavonois e flavanonois, há uma hidroxila no C-3, que está 

ausente nas flavonas e flavanonas. Nas flavanonas, flavonas, flavonois, flavanonois e 

isoflavonas, há uma carbonila no C-4, que não aparece nas antocianinas e flavanois. As 

isoflavonas apresentam o anel B ligado ao C-3, enquanto que nos demais compostos este 

grupo está ligado no C-2, (Figura 11) (SIMPSON, AMOS, 2017). 

 

Figura 11 – Estrutura do núcleo fundamental (65) e principais classes de flavonoides 

(66−78). 

 

Fonte: autora. 

 

Os flavonoides são constituintes importantes da dieta humana, apesar de não serem 

considerados nutrientes. Ocorrem naturalmente em frutas, legumes e em bebidas, como 

nos chás e no vinho (COOK, SAMMAN, 1996), de forma livre ou glicosilada. A maioria 

é encontrada na forma monomérica, no entanto um número crescente de estruturas 
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diméricas e oligoméricas vem sendo relatadas na literatura 

(ANDERSEN, MARKHAM 2006).  

Diversos flavonoides já foram identificados em diferentes espécies de Senna e 

Cassia (Figura 12). Nas vagens de C. fistula e cascas de C. javanica foram identificados 

quatorze compostos desta classe, entre eles a catequina (73), a epiafzelequina (74) 

(Figura 11), a epicatequina (79), a procianidina B-2 (80) e a epiafzelequina-(4β→8)-ent-

epiafzelequina (81) (Figura 12) (KASHIWADA, et al., 1990). Flavonoides glicosilados 

como a flavona 3,5-dihidroxi-7,3',4'-trimetoxi-flavona-3-O-arabinopiranosideo (82) 

(Figura 12), foram isolados das sementes de S. spectabilis (SINGH, SINGH, 1985).  

Dentre as diversas propriedades farmacológicas atribuídas aos flavonoides, 

merecem destaque as atividades antioxidante, cardioprotetora, vasoprotetora 

(COOK, SAMMAN, 1996), hipoglicemiante (YEON et al., 2015; ZHANG et al., 2015), 

antitrombótica (NAVARRO-NÚÑES et al., 2010), anticancerígena, quimiopreventiva 

(CAI, RAHN, ZHANG, 1997), e antiviral (SAVI et al., 2010). Adicionalmente, extratos 

ricos em flavonoides têm sido utilizados para prevenção neurodegenerativa 

(GOPINATH, SUDHANDIRAN, 2012; WANG, LI, BI, 2018). Devido a natureza 

fenólica das hidroxilas, estes grupos podem atuar como agentes protetores contra radicais 

livres, uma vez que podem dispersar o elétron desemparelhado ao longo das duplas 

ligações conjugadas dos anéis aromáticos (MUSCHIETTI, MARTINO, 2012). 
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Figura 12 – Flavonoides isolados de espécies dos gêneros Senna e Cassia. 

 

Fonte: autora. 

 

1.6.3 – Isocumarinas  

 

As isocumarinas são a maior classe de derivados 2-benzopirano e apresentam um 

núcleo central constituído por um anel lactônico α-piranona ligado ao anel benzênico nas 

posições 5 e 6 (83) (Figura 13) (SAEED, 2016). Fazem parte desta classe as 

3,4- diidroisocumarinas (84), isoladas de plantas, fungos, insetos e organismos marinhos 

e descritas como micotoxinas, antimicrobianas, fitoalexinas, promotores de crescimento e 

até como feromônios (BRACA, BADER, TOMMASI, 2012; 

INERNEY, TAYLOR, 1995).  

De acordo com o padrão de substituição apresentado, as 3,4-diidroisocumarinas 

podem ser representadas pela meleina (85a−87) e seus análogos, derivados substituídos 

no C-3 por alquila (88) ou fenila (89), cladosporinas (asperentinas) (90) e ocratoxinas (91) 

(Figura 13). O composto 6-hidroximeleina (86) foi isolado pela primeira vez de uma 

linhagem de Aspergillus terreus e em 1986 foi isolado pela primeira vez de C. siamea 

(BISWAS, MALLIK, 1986). Juntamente com 6-metoximeleina (87), também tem sido 

encontrado em raízes de cenouras submetidas ao estresse (INERNEY, TAYLOR, 1995).  

A meleina e seus derivados são consideradas as isocumarinas mais amplamente 

conhecidas e apresentam atividades biológicas, tais como, antibacteriana, antifúngica, 
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antimalárica, antialérgica, antitumoral, anti-inflamatória, anti-ulcerogênica, 

antileucêmica, larvicida e inibidoras da síntese de prostaglandinas (MDACHI, 2016; 

INERNEY, TAYLOR, 1995; SAEED, 2016).  

 

Figura 13 – Isocumarinas, 3,4-diidroisocumarinas, e análogos. 

 

Fonte: autora. 

 

Já é conhecido que os PN apresentam enorme diversidade química e são fonte 

promissora de novas moléculas bioativas, e inseridas nesse cenário estão as espécies 

pertencentes aos gêneros Cassia e Senna, que por produzirem substâncias estruturalmente 

diversificadas, muitas com atividades biológicas comprovadas, são interessantes para o 

desenvolvimento de novos cadidátos à fármacos. Neste contexto, a metabolômica tem 

demonstrado ser uma ferramenta importante, capaz de auxiliar na identificação dos 

diferentes compostos presentes nas plantas.  
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1.7 – Metabolômica, desreplicação e análise quimiométrica em produtos naturais  

 

Metabolômica é definida como a medida de todos os metabólitos em um 

determinado sistema (ROCHFORT, 2005), e pode ser dividida em duas abordagens 

principais a metabolômica alvo, definida como a análise quantitativa de um grupo 

específico de metabólitos pré-selecionados, e a metabolômica global, que tem como 

objetivo realizar uma análise qualitativa do maior número possível de metabólitos, de 

diferentes classes químicas, presentes em uma matriz (BELINATO et al., 2019).  

Em estudos metabolômicos aplicados a PNs, o uso de técnicas de desreplicação 

tem sido uma abordagem bastante racional, promovendo economia de tempo e insumos 

químicos. Desreplicação (do inglês, dereplication, significa “não replicar”), trata-se da 

análise qualitativa de misturas complexas, fundamental no processo de triagem de 

extratos, permitindo a identificação de compostos em matrizes complexas, sem a 

necessidade do isolamento (FUNARI et al., 2013).  

As técnicas hifenadas modernas de cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) acoplada a um detector com capacidade de varredura espectroscópica e/ou 

espectrométrica são fundamentais para o sucesso dessa abordagem (FUNARI et al., 2013; 

VALLI et al., 2012). Dentre os diversos tipos de acoplamentos possíveis, a CLAE 

acoplada a detectores DAD-UV/Vis, são os mais comumente utilizados, pois apresenta 

menor custo de equipamento e de análises, além de alta sensibilidade e boa linearidade. 

No entanto, apesar dos espectros de UV servirem como uma “impressão digital” que é 

característica de determinadas classes estruturais, o uso desta técnica é limitado a 

compostos que apresentam grupos cromóforos. Assim, a CLAE acoplada a espectrometria 

de massas sequencial (CLAE-EMn), utilizando a ionização por eletrospray (IES) 

juntamente com analisadores do tipo tempo de voo (time of flight - ToF), têm sido a técnica 

de desreplicação de matrizes naturais complexas, mais versátil, rápida e sensível, que 

utiliza as menores quantidades de amostra. A partir da análise dos dados é possível realizar 

a determinação estrutural dos compostos presentes na amostra através da confrontação dos 

resultados com àqueles das bases de dados de PNs, como padrões de fragmentação de uma 

série de compostos análogos, que já foram publicados na literatura (KONISHI et al., 2007).  

No entanto, quando se trabalha com misturas complexas, como extratos vegetais, 

os resultados não são fáceis de serem analisados. Assim, para extrair informações 

relevantes a partir da grande quantidade de dados, é necessário o uso de técnicas e de 

abordagens estatísticas (HENDRIKS et al., 2005). Neste contexto, a quimiometria de 
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análise exploratória é uma ferramenta de análise importante para reduzir os extensos 

conjuntos de dados e identificar semelhanças entre amostras complexas 

(PRATA, EMÍDIO, DÓREA, 2011). Dentre as principais técnicas de análise multivariada, 

merece destaque a análise por componentes principais (PCA, do inglês: principal 

component analysis) e a análise de agrupamentos hierárquicos (HCA, do inglês 

hierarchical component analysis).  

A PCA é considerada uma das técnicas mais importantes na análise de dados 

multivariados, e tem como objetivo, reduzir a dimensionalidade de um conjunto de 

resultados, preservando a maior quantidade possível de informação (variância). Essa 

redução é feita através da representação dos dados em um novo sistema de eixos, 

ortogonais entre si, denominados componentes principais, ou PCs. Com a redução da 

dimensionalidade, os resultados (amostras) passam a ser pontos localizados em espaços 

de dimensões reduzidas definidos pelas PCs. Assim, uma matriz de dados X é decomposta 

em duas matrizes menores: a de valores T, e a de pesos P, mais uma matriz residual E, que 

se refere à parte não modelada dos dados originais. As PCs são embasadas no critério de 

variância máxima, assim, a primeira PC determina a maior variância dos dados originais 

possíveis e, as PCs subsequentes, a maior variância não capturada pela PC anterior 

(SOUZA, POPPI, 2012; WU, MASSART, JONG, 1997). 

Nestes tipos de análises, os resultados fornecidos são visualizados em gráficos que 

permitem avaliar quais amostras são semelhantes entre si, de um modo mais simples e 

rápido. Na análise de PCA são gerados dois tipos de gráficos, os scores e os loadings, que 

quando analisados em conjunto, permitem visualizar as amostras no novo sistema de 

eixos/variáveis formado pelas componentes principais (score plot) (Figura 14 A) e 

verificar quais são as principais variáveis responsáveis pela formação dos grupos em cada 

componente principal (loading plot) (Figura 14 B).  

A HCA por sua vez, consiste em um processo de diminuição da matriz original de 

dados em uma dimensão, pela reunião de pares semelhantes, até a reunião de todos os 

pontos em um único grupo. O método calcula a distância entre todas as amostras, 

mantendo aquelas de maior similaridade mais próximas. Os resultados são apresentados 

na forma de um dendograma (Figura 14 C) (CORREIA, FERREIRA, 2007). 
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Figura 14 – Gráficos de score plot (A) e loading plot (B), obtidos na análise de PCA, e 

dendograma (C) obtido na HCA. 

 

 

 

 

 

Fonte: autora. 

 

Dentro deste contexto, esse trabalho propõe a seleção de 10 espécies de Cassia e 

Senna, cujas flores e folhas foram coletadas, secas e submetidas a extração com etanol 

para preparação dos respectivos extratos etanólicos. Estes extratos foram analisados por 

(A)

z 

(B) 

(C) 
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CCD, utilizando reveladores específicos e análises por CLAE-EM cujos resultados, foram 

submetidos as metodologias de desreplicação, para identicar os compostos já conhecidos 

presentes nos diferentes extratos. As técnicas quimiométricas foram utilizadas para 

observar as semelhanças ou diferenças entre as espécies. A partir deste estudo inicial, e 

por ser a única espécie que ainda não foi estudada, S. silvestris foi selecionada para estudo 

químico. 

 

2 – OBJETIVOS  

 

O presente trabalho teve como objetivo obter os perfis químicos dos extratos 

etanólicos obtidos das folhas e flores de dez espécies de Senna e Cassia através de análises 

por CCD, utilizando reveladores específicos e CLAE-IES-EM/EM. Avaliar através de 

técnicas quimiométricas de análises multivariadas (PCA e HCA), a semelhança ou 

diferença entre as espécies. Aplicar a técnica de desreplicação para realizar a identificação 

estrutural dos compostos já conhecidos, presentes nos extratos das diferentes espécies, e 

realizar a triagem de novos compostos. Avaliar as atividades antibacteriana, antifúngica, 

inibidora da lipase pancreática e citotóxica dos extratos etanólicos. Além de investigar a(s) 

espécie(s) que não apresentava(m) estudo químico (S. silvestris), visando o isolamento de 

metabólitos secundários inéditos. 

 

3 – PARTE EXPERIMENTAL  

 

3.1 – Materiais  

 

3.1.1 – Solventes e reagentes  

 

Foram utilizados solventes grau P.A. (hexano, diclorometano, acetato de etila, 

metanol, etanol e n-butanol) de diversas marcas; solventes grau CLAE (metanol, 

diclorometano e acetonitrila), marcas Tedia, J. T. Baker e Sigma-Aldrich. Para a obtenção 

dos espectros de RMN, foram utilizados solventes deuterados (clorofórmio e 

dimetilsulfóxido), das marcas CIL e Deutero. Para preparo dos reveladores, foram 

utilizados os seguintes reagentes: vanilina, hidróxido de potássio (Synth), nitrato de 

bismuto (Isofar), iodeto de potássio (Chemicals), difenilboriloxietilamina NP (Sigma-

Aldrich), polietilenoglicol 400 (Vetec).  
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3.1.2 – 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 KOH 5% em etanol. 

- Solução de Dragendorff, foi preparada a partir da dissolução de 0,85 g de nitrato de 

bismuto em 10,0 mL de ácido acético glacial e adição de 40,0 mL de água destilada sob 

aquecimento (Solução A). Esta solução foi misturada com a solução B contendo 8,00 g de 

iodeto de potássio em 30,0 mL da água, na mesma proporção para gerar uma solução 

estoque. A solução reveladora foi preparada a partir de 1,0 mL da solução estoque, 2,0 mL 

de ácido acético glacial e 10,0 mL de água destilada.  

- Solução de iodocloroplatinado, foi preparada a partir de uma solução aquosa a 

5%  (m m−1), de ácido hexacloroplatinico (IV)(H2(PtCl6).6H2O) (solução A). Esta solução 

foi misturada com uma solução aquosa a 10% (m m−1), de iodeto de potássio (KI) 

(solução  B) e H2O na proporção de (1:9:10, v v−1). 

- NP/PEG, foi preparado a partir da mistura de 10,0 mL de uma solução do ácido                   

β-etilaminodifeilbórico ester (NP) 1% em metanol, com 8,0 mL da uma solução de 

polietilenoglicol-4000 (PEG) 5% em etanol.  

 

3.1.3 – Fases estacionárias  

 

• Cromatografia em coluna aberta (CC):  

- Sílica gel (SiO2) para cromatografia (63–200 µm, diâmetro de poro 60 Å) Sigma Aldrich; 

- Sílica gel (SiO2) para cromatografia flash (40–63 µm, diâmetro de poro 60 Å) Sigma 

Aldrich; 

- C18 sílica gel, premium grade (40–63 µm, 230–400 mesh, diâmetro de poro 60 Å) Sorbent 

Technologies;  

- Resina cromatográfica Sephadex LH-20, da marca GE Healthcare.  

• Cromatografia em camada delgada (CCD): 

- Os experimentos de CCD foram realizados em placas comercias de alumina 60 com 

indicador de fluorescência (UV254) 0,20 mm de espessura Macherey-Nagel e de sílica gel 

60 com indicador de fluorescência (UV254) 0,20 mm de espessura Fluka. 

http://www3.gehealthcare.com.br/pt-br/produtos/categories/life_sciences
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• Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE): 

- Coluna analítica Phenomenex Lunna C18 (250 mm × 4,6 mm, 5 µm) protegida pela 

respectiva pré-coluna. 

- Coluna Zorbax Extend C18 Rapid Resolution HT C18 (2,1 mm × 50 mm, 1,8 µm).  

- Coluna Poroshell HPH-C18 (2,1 mm × 100 mm, 2,7 µm). 

• Cromatografia gasosa  

- Coluna SPB–5 (30,0 m × 0,25 mm) capilar de sílica fundida com 5% fenil/95% 

dimetilpolisiloxano.  

 

3.2 – Equipamentos  

 

• Balança analítica da marca Shimadzu, modelo ATX224; 

• Evaporador rotativo da marca IKA, modelo RV 10, com banho de aquecimento Fisatom, 

modelo 550 e bomba de vácuo da marca Biomec, modelo B740; 

• Liofilizador da marca Terroni, modelo LS3000; 

• Espectrofotômetro FT-IR Frontier Single Range – MIR da Perkin Elmer, equipado com 

acessório de reflectância total atenuada (ATR, do inglês: attenuated total reflectance), 

com cristal de diamante (Laboratório de Fotoquímica e Ciência de Materiais - LAFOT-

CM do Instituto de Química da UFU). 

• Espectrofotômetro da marca Genesyis, modelo 10S UV-Vis; 

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

365 nm;  

• Cromatógrafo a líquido de alta eficiência (CLAE): 

- Sistema Analítico: Equipamento da marca Shimadzu, modelo LC‐10ADVP, bomba 

quaternária, com detector de UV e estação de tratamentos de dados; 

- Sistema semipreparativo: equipamento da marca Shimadzu, modelo LC-6A com os 

detectores de arranjo de diodo (DAD, do inglês: diode array detector) e evaporativo por 

espalhamento de luz (ELSD, do inglês: evaporative light scattering detector); 

• Cromatógrafo a gás acoplado a espectrômetro de massas (CG-EM): 

- Shimadzu, modelo CG2010, equipado com Coluna SPB–5 (30,0 m × 0,25 mm) capilar 

de sílica fundida com 5% fenil/95% dimetilpolisiloxano e ionização por elétrons (70  eV) 

(Faculdade de engenharia química da UFU). 

• Espectrômetro de ressonância magnética nuclear (RMN): 
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- Equipamento da marca Bruker modelo AscendTM 400 Avance III HD (9,2 Tesla), 

operando em frequência de 400 MHz para os núcleos de hidrogênio e 100 MHz para o 

carbono (Laboratório multiusuário do Instituto de Química da UFU). 

• Cromatógrafo a líquido acoplado a espectrômetro de massas de alta resolução       

(CLAE-IES-EM/EM):  

- Equipamento da marca Agilent® Infinity 12060, equipado com coluna Zorbax Extend 

C18 Rapid Resolution HT C18 (2,1 mm × 50 mm, 1,8 µm) acoplado ao espectrômetro 

de massa do tipo QTOF Agilent® 6520B, com ionização por eletrospray (Laboratório de 

Nanotecnologia do Instituto de Genética e Bioquímica da UFU). 

 

3.3 – Materiais e reagentes utilizados nos ensaios antimicrobianos 

 

- Microplacas estéreis de 96 poços.  

- Incubadora para microarofilia 

- Câmara de anaerobiose. 

- Caldo triptona de soja (TSB) e caldo Schaedler suplementado; 

- Dicloridrato de clorexidina (controle positivo para bactérias aeróbias), nas concentrações 

de 0,115 µg mL−1 a 59,0 µg mL−1. 

- Metronidazol (controle positivo para bactérias anaeróbias), nas concentrações de 

0,0115 µg mL−1 a 59,0 µg mL−1.  

- Solução aquosa de resazurina a 0,01% (m v−1).  

- Ágar Sabouraud. 

- Solução salina 0,85%. 

- Caldo RPMI. 

- Anfotericina B (controle positivo para as leveduras), diluída em caldo para obter a 

concentração de 8 µg mL−1 a 0,031 µg mL−1. 

 

3.4 - Materiais e reagentes utilizados no ensaio de citotoxicidade 

 

- Microplacas estéreis de 96 poços. 

- Células Vero (ATCC CCL 81). 

- Meio Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM), suplementado com 10% de soro 

fetal bovino. 
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- Incubadora de CO2  para cultura celular (Thermo Scientific™). 

- Solução de resazurina (3,0 mmol L−1) em tampão fosfato-salino (PBS). 

- Cisplatina (controle positivo). 

- Leitora de microplaca (TP-Reader TP READER Thermo Plate) 

 

3.5 - Materiais e reagentes utilizados no ensaio de inibição da lipase pancreática 

 

- Microplaca de 96 poços.  

- Lipase pancreática suína (tipo II, Sigma Aldrich) diluída em tampão contendo Tris-HCl 

(50 mmol L–1, pH 8,0), 10 mmol L–1 de CaCl2 e 25 mmol L–1 de NaCl. 

- Palmitato de p-nitrofenila (p-NPP) diluído em 10% de isopropanol e 50 mmol L–1 do 

tampão Tris-HCl contendo 10 mmol L–1 CaCl2, 25 mmol L–1 NaCl, 0,5% triton X-100. 

- Orlistat (controle positivo) e DMSO 5% (controle negativo). 

- Leitora de microplacas (Molecular Devices, Menlo Park, CA, USA). 

 

3.6 – Metodologias  

 

3.6.1 – Coleta e preparo do material vegetal 

 

As diferentes espécies de Senna e Cassia foram coletadas no Cerrado do centro-

oeste brasileiro, em diferentes localidades nos municípios de Araguari (MG), 

Uberlândia (MG) e Catalão (GO). Os dados geográficos foram registrados utilizando um 

sistema de posicionamento global (GPS, do inglês: global positioning system). A 

identificação botânica foi realizada pelos professores Prof. Dr. Ivan Schiavini da Silva 

(Instituto de Biologia da Universidade Federal de Uberlândia) e Profª. Dr. Juliana 

Gastaldello Rando (Universidade Federal do Oeste da Bahia - UFOB), e as exsicatas foram 

depositadas no Herbário Uberlandense da UFU (HUFU) (Tabela 1).  

 

 

 

 

 

 



56 

Tabela 1 – Espécies coletadas e as respectivas coordenadas geográficas. 

Espécies  
Partes da 

planta 
Local Latitude (S) Longitude (O) 

C. fistula 
Flores 

Uberlândia - MG 18°91’96.4” 48°25’68.4” Folhas 

S. macranthera 
Flores 

Uberlândia - MG 18°91’98.0” 48°25’79.3” Folhas 

C. bakeriana 
Flores 

Catalão – GO 18°15’27.0” 47°94’20.7” Folhas 

S. occidentalisa Folhas Catalão – GO 17°92’73.1” 47°70’52.0” 

S. siamea 
Flores 

Catalão – GO 18°89’16.9” 48°28’03.6” Folhas 

S. obtusifolia 
Flores 

Catalão – GO 17°92’43.7” 47°70’79.1” Folhas 

S. spectabilis 
Flores 

Uberlândia – MG 18°91’44.22” 48°23’13.14” Folhas 

S. silvestris 
Flores 

Uberlândia – MG 19°18’23.8” 48°39’32.1” Folhas 

S. pendula 
Flores 

Catalão – GO 17°91’62.8” 47°72’63.5” Folhas 

S. alata 
Flores 

Araguari –MG 18°64’31.7” 48°15’83.6” 
Folhas 

aNão foram coletadas flores.  

Fonte: autora. 

 

3.6.2 – Preparo dos extratos vegetais  

 

As folhas e flores das espécies vegetais coletadas foram secas em estufa de 

circulação de ar a 35 °C por 4 dias, em seguida trituradas e submetidas à maceração com 

etanol, a temperatura ambiente, durante 3 dias. O solvente foi filtrado e destilado em 

evaporador rotativo à pressão reduzida de onde foram obtidos os extratos etanólicos 

(19 extratos), que foram submetidos à avaliação da atividade antimicrobiana, inibição da 

lipase pancreática e citotóxica. Além de análises por CCD e por CLAE-IES-EM/EM.  

Os extratos etanólicos (cerca de 2,0 g) foram dissolvidos em 30 mL de 

MeOH- H2O (4:1), filtrados e submetidos a extração líquido-líquido sequencial com 

n- hexano (4 × 20 mL), CH2Cl2 (4 × 20 mL) e AcOEt (4 × 20 mL), restanto a fração 

aquosa. Em todas as frações os solventes foram removidos em evaporador rotativo à 

pressão reduzida de onde foram obtidas as frações hexano (FH), diclorometano (FD), 

acetato de etila (FA) e hidroalcoólica (MA).  
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3.6.3 – Triagem fitoquímica dos extratos e frações  

 

Para investigar as classes de metabólitos secundários presentes nos extratos e 

frações, estes foram solubilizados e aplicados em placas de CCD com fase estacionária de 

sílica gel 60 e indicador de fluorescência. Foram utilizadas duas fases móveis: I) 

diclorometano 100% e II) diclorometano:metanol (9:1). As placas foram analisadas 

utilizando câmara com luz UV (254 e 365 nm), e reveladores específicos, que foram 

preparados conforme descrito no item 3.1.2.  

A) Detecção de flavonoides: As placas de CCD foram aspergidas com NP/PEG e em 

seguida observadas em câmara de luz UV (365 nm).  

B) Detecção de antraquinonas: As placas foram aspergidas com solução de KOH 5% em 

etanol e analisadas. 

C) Detecção de alcaloides: As placas foram aspergidas com solução de iodocloroplatinato 

ou Dragendorff e analisadas.  

 

3.6.4 – Inibição da atividade da lipase pancreática  

 

As análises de inibição da atividade da lipase pancreática foram realizadas no 

Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular do Instituto de Genética e Bioquímica 

da Universidade Federal de Uberlândia, em colaboração com o Prof. Dr. Foued Salmen 

Espindola. 

Os ensaios foram realizados utilizando o método modificado com palmitato de 

p- nitrofenila (p-NPP) como substrato e lipase pancreática suína (tipo II, Sigma Aldrich) 

(GUPTA, RATHI, GUPTA, 2002; PEREIRA et al., 2017). Os extratos e partições foram 

solubilizados em DMSO:água (1:1) (2000 µg mL–1) e incubados com 10 g L–1 de lipase 

pancreática diluído em tampão contendo Tris-HCl (50 mmol L–1, pH 8,0), 10 mmol L–1 de 

CaCl2 e 25 mmol L–1 de NaCl por 20 min a 37 °C. A reação foi iniciada pela adição de 

0,8 mmol L–1 substrato de p-NPP diluído em 10% de isopropanol e 50 mmol L–1 do tampão 

Tris-HCl contendo 10  mmol L– 1 CaCl2, 25 mmol L–1 NaCl, 0,5% triton X-100. Os valores 

de absorbância foram medidos a 410 nm por 30 min a 30 °C. O ensaio foi realizado em 

duplicata. O controle positivo utilizado foi o orlistat (pureza > 98%), o DMSO 5% foi 

utilizado como um controle negativo. Os resultados foram apresentados em porcentagem 

de inibição da lipase, calculada de acordo com a Equação 1.  
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Inibição da lipase (%) =  [
(Acontrole − Aamostra)

Acontrole
] . 100     Equação 1  

 

Onde: “Acontrole” é a área sob a curva na ausência dos extratos e partições, e “Aamostra” 

é a área sob a curva na presença dos extratos.  

As amostras que apresentaram porcentagem (%) de inibição maior que 60%, foram 

analisadas novamente, em duplicata para determinação do IC50 nas concentrações de 240, 

200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 µg mL−1.  

 

3.6.5 – Avaliação das atividades antimicrobianas 

 

As atividades antibacteriana e antifúngica foram avaliadas utilizando o método da 

microdiluição em caldo, seguindo a metodologia descrita por CLSI (do inglês: Clinical 

and Laboratory Standards Institute) para as bactérias anaeróbias (CLSI, 2012a), aeróbias 

(CLSI, 2012b) e o protocolo CLSI M27-A3 (CLSI, 2008) para os fungos. As análises 

foram realizadas em colaboração com o Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins do 

Laboratório de Pesquisa em Microbiologia Aplicada da Universidade de Franca 

(LaPeMA).  

 

3.6.5.1 – Microrganismos utilizados  

 

A atividade antimicrobiana dos extratos etanólicos das flores e folhas das 

diferentes espécies de Senna e Cassia, foi avaliada utilizando cepas dos microorganismos 

provenientes da American Type Culture Collection (ATCC). Foram utilizadas quatro 

cepas de bactérias aeróbias: Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus mitis 

(ATCC 49456), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), 

Aggregatibacter  actinomycetemcomitans (ATCC 43717); três cepas de bactérias 

anaeróbias: Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), Fusobacterium nucleatum 

(ATCC 25586), Actinomyces naeslundii (ATCC 19039); e três cepas de fungos: Candida 

albicans (ATCC 28366), Candida tropicalis (ATCC 13803) e Candida glabrata 

(ATCC 15126).  
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3.6.5.2 – Preparo das amostras, do inóculo e controles  

 

As amostras foram solubilizadas em DMSO na concentração de 8.000 µg mL−1 

(solução de partida). Para os microrganismos aeróbicos, em cada micropoço foram 

acrescentados 125 µL das soluções de partida, 1.875 µL de caldo triptona de soja (TSB), 

resultando em uma solução de concentração 500 µg mL−1. Já para os microrganismos 

anaeróbicos, cada micropoço foi composto por 162,5 µL da solução de partida, 2.437,5 µL 

de caldo Schaedler suplementado, obtendo uma solução de 500 µg mL−1. 

Para o preparo dos inóculos, as culturas dos microrganismos aeróbicos crescidos 

em meio ágar triptona de soja enriquecido com 5% de sangue de carneiro durante 24 h, 

foram transferidas para uma solução salina. O mesmo procedimento foi realizado para as 

culturas das bactérias anaeróbicas crescidas em ágar Schaedler por 72 h. Para os fungos, 

o inóculo foi preparado de acordo com o protocolo de referência CLSI M27-A3 

(CLSI, 2008). Os mesmos foram cultivados em placas de petri contendo ágar Sabouraud 

por 24 h a 37 °C e em seguida, com o auxílio de alça de platina esterilizada, colônias das 

leveduras foram transferidas para tubos contendo 2,0 mL de solução salina 0,85%. Os 

inóculos foram ajustados a 530 nm em espectrofotômetro para cada microrganismo e 

comparado com a escala de McFarland 0,5 para obter uma concentração celular de 

1,5 × 108 e 6 × 106 unidades formadoras de colônias (UFC mL−1) para bactérias e fungos, 

respectivamente. Em seguida, foram realizadas diluições em caldo RPMI até que o inóculo 

atingisse 1,2 × 103 UFC mL−1.  

Para validar os testes, o controle positivo metronidazol foi avaliado nas 

concentrações de 0,0115 µg mL−1 a 5,9 µg mL−1, utilizando as cepas de referência 

Bacteroides fragilis (ATCC 25285) ou B. thetaiotaomicron (ATCC 29741) para bactérias. 

Para os fungos, foi utilizado a anfotericina frente as cepas de referência Candida krusei 

(ATCC  6258) e C. parapsilosis (ATCC 22019). O dicloridrato de clorexidina também foi 

utilizado como controle positivo nas concentrações de 0,0115 µg mL−1 a 59,0 µg mL−1. 

Os controles de esterilidade dos caldos TSB e Schaedler, do inóculo, da esterilidade da 

clorexidina e do metronidazol, das amostras e do solvente DMSO (5 a 1%), também foram 

realizados.  
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3.6.5.3 – Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 

Para a determinação da atividade antibacteriana, foram utilizadas microplacas com 

96 poços. Em cada poço foram adicionados, o inóculo, o caldo triptona de soja ou caldo 

Schadler e as soluções das amostras. O volume final de cada poço foi de 100 e 200 µL 

para os microrganismos aeróbios e anaeróbios, respectivamente. As soluções das amostras 

foram avaliadas nas concentrações de 400 a 0,195 µg mL−1. As placas contendo bactérias 

aeróbias foram seladas com parafilme e incubadas a 36 °C por 24 h em microaerofilia. Os 

microrganismos anaeróbios foram incubados a 36 °C por 48 a 72 h em câmara de 

anaerobiose. 

Para a determinação da atividade antifúngica, nas microplacas foram realizadas 

diluições seriadas em concentrações de 3.000 a 1,46 µg mL−1 com volume final em cada 

poço de 200 µL. Caldo RPMI tamponado com MOPS e pH final de 7,2, foi utilizado como 

meio de cultura. Para o controle positivo foi realizado o mesmo processo, com 

concentrações de 8 a 0,031 µg mL−1 e para controle negativo a concentração utilizada foi 

de 10% a 1% (v v−1). Após a montagem, as microplacas foram incubadas 37 °C por 48 h. 

Após os períodos de incubação, 30 µL de solução aquosa de resazurina a 0,01% 

(m v−1) foi adicionada em cada poço das microplacas permitindo a observação imediata 

do crescimento microbiano. As cores azul e vermelha representaram a ausência e a 

presença de crescimento microbiano, respectivamente.  

 

3.6.6 – Avaliação da atividade citotóxica 

 

As análises da atividade citotóxica foram realizadas no Laboratório de 

Nanobiotecnologia do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlândia, 

em colaboração com o Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart.  

 

3.6.6.1 – Preparo das amostras  

 

As amostras foram solubilizadas em metanol e diluídas no meio de cultura DMEM 

(Dubelcco’s Modified Eagle Medium) suplementado, para formar uma solução estoque de 

640 µg mL−1. A concentração final de metanol da solução estoque não excedeu 3% (v v−1). 

O teste de viabilidade celular foi realizado com a célula Vero ATCC CCL 81 (fibroblastos 
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de rim de macaco verde da África - Cercopithecus aethiops), a qual foi mantida em 

DMEM suplementado, a 37 °C com atmosfera úmida e 5% de CO2. 

 

3.6.6.2 – Teste de viabilidade celular 

 

Para avaliação da citotoxicidade, foi utilizado o método de microdiluição em placa 

96 poços. Foi preparada uma solução contendo 1 × 106 células em 10,0 mL de meio 

DMEM suplementado, desta solução foram transferidos 100 µL para cada poço da 

microplaca, que foi incubada por 6 horas à 37 °C com atmosfera úmida e 5% de CO2, para 

as células se aderirem ao fundo do poço. Após o período de incubação, o meio de cultura 

foi retirado e em seguida, foram adicionadas as soluções das amostras nas concentrações 

testadas (512 µg mL−1 à 4 µg mL−1). O volume final de cada poço foi de 100 µL e a 

quantidade de células presentes em cada poço foi de 1 × 104 células. Foram preparados os 

controles de crescimento celular, do solvente (metanol 3%, v v−1), das amostras, controle 

negativo (0% de viabilidade celular) e controle do meio DMEM suplementado. A estrutura 

da placa de 96 poços com as concentrações e os controles está apresentada na Figura 15. 

 

Figura 15 – Estrutura da placa para o teste de citotoxidade. 

Fonte: Martins (2018). 

 

Após ser preparada, a placa foi incubada por 48 h à 37 °C com atmosfera úmida e 

5% de CO2. Em seguida foram adicionados, em cada poço, 10 µL de solução reveladora 

de resazurina a 3 mM em PBS (do inglês: phosphate buffered saline) 

(ROLÓN et al., 2006). As placas foram novamente incubadas por 24 h nas mesmas 

condições e a leitura da absorbância foi realizada a 595 nm em um espectrofotômetro de 

microplaca.  
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata e a partir das absorbâncias de cada 

concentração testada, a viabilidade celular foi calculada em relação ao controle de 

crescimento. Foi construído um gráfico de dose-resposta com regressão não linear para o 

calculo do CC50 (concentração em que se tenha 50% de viabilidade celular) 

(PILLAY et al., 2007). 

A partir dos valores de CC50 e da CIM foi calculado o índice de seletividade (IS) 

(CASE et al., 2006) através da Equação 2. 

 

 

 

3.6.7 – Análise por espectrometria de massas em alta resolução  

 

As análises por espectrometria de massas em alta resolução foram realizadas no 

Laboratório de Nanobiotecnologia do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal 

de Uberlândia (IBTEC-UFU), em colaboração com o Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart.  

Para as análises de CLAE, as amostras foram preparadas na concentração de 

1,0 mg mL−1. Foram injetados 10,0 μL no cromatógrafo líquido de alta eficiência modelo 

Agilent® Infinity 12060 em coluna Zorbax Extend C18 Rapid Resolution HT C18 

(2,1 mm × 50 mm, 1,8 µm), fase móvel: água dopada com ácido fórmico (0,1%, v v−1) 

(fase móvel  A) e acetonitrila (fase móvel B). O sistema de gradiente de solventes utilizado 

começou com 2% de B e 98% de A, atingindo 98% de B em 10 min, permanecendo 2 min. 

com 98% de B, e retornando a 2% de B, com 1 min., a um fluxo de 0,4 mL min−1.  

Para as análises por infusão direta, as amostras foram solubilizadas em metanol 

(C = 1,0 mg mL−1) e introduzidas no espectrômetro de massas utilizando seringa 

(100,0 μL), adaptada a uma bomba de infusão direta com fluxo de 200,0 μL h−1. Em ambas 

as análises, o detector utilizado foi um espectrômetro de massas de alta resolução da marca 

Agilent® 6520B, modelo QTO, com ionização por eletrospray. A ionização foi realizada 

com gás nebulizante a 58 psi, o gás secante aquecido a 200 °C, fluxo de 8,0 L min−1 e no 

capilar foi aplicada uma energia de ionização de 4,5 KV. Para cada íon molecular, foram 

obtidos espectros de massas sequencial (EM/EM) em diferentes energias de colisões 

(5−30 eV) nos modos positivo e negativo. 
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Os dados foram analisados utilizando o software MassHunter Qualitative (Agilent). 

As massas obtidas do espectrômetro de massas em alta resolução foram acuradas e 

comparadas com aquelas obtidas do programa ChemDraw Ultra 12.0 (massas exatas), 

utilizadas para calcular o erro em ppm, a partir da Equação 3:  

 

 

 

Para a identificação dos compostos os dados obtidos foram comparados com 

aqueles de banco de dados de produtos naturais (MASS BANK, 2006; METLIN, 2018), além 

de comparação com padrões de fragmentação de compostos conhecidos, já descritos na 

literatura.  

 

3.6.8 – Quimiometria 

 

Para as análises quimiométricas foram coletados material vegetal de 5 indivíduos 

diferentes, de cada uma das espécies, totalizando 95 amostras. Os extratos foram obtidos 

de acordo com o item 3.6.2. As amostras foram submetidas a análise por EM com infusão 

direta, nos modos positivo e negativo. As análises foram realizadas em triplicata, 

totalizando 285 análises. Os dados obtidos (valores das massas exatas e suas respectivas 

abundâncias relativas) foram exportados em forma de tabela para o software Microsoft 

Excel e salvos como arquivos (*.csv). Os arquivos *.csv foram agrupados em quatro pastas 

distintas: flores (modo positivo), flores (modo negativo), folhas (modo positivo) e folhas 

(modo negativo) e então submetidos a análise de estatística multivariada: análise de PCA 

e HCA.  

Os dados foram transportados para ambiente MATLAB, versão R2015a; uma 

normalização foi realizada e os íons com intensidade menor ou igual a 10% em relação 

aos íons mais abundantes de cada razão m/z, foram retirados. Foi realizada a média dos 

espectros, dando origem à matriz para análise. Os modelos PCA e HCA, para as flores e 

folhas nos modos positivo e negativo, foram construídos usando o PLS_Toolbox, 

versão 8.7. 

Esta parte do trabalho foi realizada em colaboração com o Professor 

Dr. Waldomiro Borges Neto – Laboratório de Quimiometria do Triângulo, Instituto de 

Química, Universidade Federal de Uberlândia. 
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3.6.9 – Coleta, preparo dos extratos e extração líquido-líquido dos órgãos de S. silvestris 

 

As folhas e flores de S silvestris coletadas foram secas em estufa de circulação de 

ar a 35 °C por 4 dias. Em seguida o material vegetal seco e triturado (1,54 Kg de folhas e 

257,9 g de flores), foi submetido à maceração com etanol, a temperatura ambiente, durante 

três dias. O material foi filtrado e o solvente destilado em evaporador rotativo à pressão 

reduzida, para obtenção dos extratos etanólicos das folhas (EEFo) e flores (EEFl). Esse 

processo foi repetido cinco vezes.  

O EEFl (60,2 g) foi solubilizado em 300 mL de MeOH/H2O (4:1, v v−1), filtrado e 

submetido à extração líquido-líquido com hexano (5 × 200 mL), acetato de etila 

(5  ×  200 mL) e n-butanol (5 × 200 mL). Os solventes foram destilados em evaporador 

rotativo à pressão reduzida, de onde foram obtidas as frações hexano (H), acetato de etila 

(A), n-butanol (B) e hidroalcóolica (MA) (Figura 16). 

 

Figura 16 – Fluxograma da extração líquido-líquido do extrato etanólico das flores de 

S. silvestris. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: autora. 

 

 

 

 

Extração líquido-líquido com 

BuOH (5 × 200 mL) 

 

1. MeOH/H2O 4:1 (300 mL) 

2. Filtrar em papel de filtro 

Extração líquido-líquido com 

hexano (5 × 200 mL) 

 

Extração líquido-líquido com 

acetato de etila (5 × 200 mL) 

 

Extrato etanólico 

(60,2 g) 

 

Solução hidroalcóolica 

 

Solução hidroalcóolica 

 
F. hexano (FHFl, 0,3 g) 

 

F. AcOEt (FAFl, 6,5 g)  

 
Solução hidroalcóolica 

 

F. n-butanol (19,7 g) 

 
F. hidroalcóolica (18,8 g) 
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3.6.10 – Fracionamento cromatográfico da fração FHFl de S. silvestris 

 

A FHFl (311,5 mg), foi submetida a cromatografia em coluna (CC), utilizando 

como fase estacionária (FE) sílica gel (63–200 µm) (43,0 g, 27,5 × 2,5 cm d.i.). A eluição 

foi feita em modo gradiente utilizando como solventes hexano (100%), seguido de 

hexano:CH2Cl2 (9:1) até CH2Cl2 (100%), CH2Cl2:AcOEt (9,5:0,5) até AcOEt (100%), e 

AcOEt:MeOH (9:1) até MeOH (100%). As frações coletadas (184) foram analisadas por 

CCD, e reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores de Rf (Figura 17). Para 

visualização dos compostos separados nas cromatoplacas foi utilizada inspeção em câmara 

com luz ultravioleta (UV 254 e 365 nm) e revelação química com vanilina sulfúrica, de 

onde foram isolados os compostos I, II e III (Figura 17). 

 

Figura 17 – Fluxograma do fracionamento da FHFl de S. silvestris. 

 

 

3.6.11 – Fracionamento cromatográfico da FAFl de S. silvestris 

 

A fração FAFl foi submetida a diferentes procedimentos cromatográficos 

(Figura  18). Em todas as etapas, as frações oriundas das separações por CC foram 

analisadas por CCD e reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores de Rf. Para 

visualização dos compostos separados nas cromatoplacas foi utilizada inspeção em câmara 

com luz ultravioleta (UV 254 e 365 nm) e revelação química com vanilina sulfúrica.  

Inicialmente a fração FAFl (2,0 g) foi submetida à CC, utilizando C18 como FE 

(87,5 g, 19,5 × 3,0 cm d.i.). A eluição foi feita utilizado um sistema gradiente de solventes, 

FE: Sílica (63–200 µm) (43,0 g, 27,5 × 2,5 cm d.i.) 

(FHC01) 

FM: gradiente Hex:CH2Cl2 (10:0 até 0:10), seguido de  

CH2Cl2:AcOEt (9,5:0,5 até 0:10), seguido de 

AcOEt:MeOH (9:1 até 0:10). 

Composto I Composto II 

Fonte: autora.  

Composto III 



66 

iniciando com H2O/MeOH (95:5) até MeOH (100%). Esse procedimento foi repetido com 

o restante da fração FAFl (2,0 g) para obtenção de maior quantidade de massa dos 

compostos separados.  

A fração FAC01-F3 (1,47 g) foi submetida à CC, utilizando como FE Sephadex 

LH-20 (97,0 × 3,0 cm d.i.) e FM sistema isocrático de MeOH (1,5 L), de onde foi isolado 

o composto IV (FAC02 F14, 15,9 mg). A fração FAC02 F6 (235,7 mg) foi submetida a CC, 

utilizando como FE sílica gel (40–63 µm) (42,0 g, 17,0 × 1,5 cm d.i.). A eluição foi feita 

em modo gradiente utilizando como solventes CH2Cl2:AcOEt (3:2) até AcOEt (100%), 

seguido de AcOEt:MeOH (9,5:0,5) até MeOH (100%), de onde foi isolado o composto VI 

(FAC03 F2, 3,4 mg) (Figura 18).  

A fração FAC02 F5 (206,5 mg), foi submetida a CC, utilizando como FE sílica gel 

(40–63 µm) (40,0 g, 22,0 × 2,5 cm d.i.). A eluição foi feita utilizado um sistema gradiente 

de solventes, iniciando com hexano (100%), seguido de hexano:CH2Cl2 (1:1) até CH2Cl2 

(100%), CH2Cl2:AcOEt (3:2) até AcOEt (100%), e AcOEt:MeOH (9:1) até MeOH 

(100%), de onde foi isolado o composto VII. A fração FAC02 F11 (12,7 mg), foi submetida 

a CC, utilizando como FE sílica gel (63–200 µm) (3,3 g, 17,0 × 1,5 cm d.i.). A eluição foi 

feita em modo gradiente utilizando como solventes CH2Cl2:AcOEt (7:3) até AcOEt 

(100%), seguido de AcOEt/MeOH (9:1) até MeOH (100%), de onde foram isolados os 

compostos V, VIII e, em mistura com VIII, foi identificado o composto IX (Figura 18).  
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Figura 18 – Fluxograma do fracionamento da FAFl de S. silvestris.  

 

 

 

Composto  

IV 

FE: C18 (87,5 g, 19,5 × 3,0 cm d.i.) (FAC01) 

FM:gradiente H2O:MeOH 95:5 até 0:100 

FE: Sephadex LH-20 (97,0 × 3,0 cm d.i.) (FAC02) 

FM: isocrática MeOH  

FE: Sílica gel flash (40–63 µm)  

(42,0 g, 17,0 × 1,5 cm d.i.). 

(FAC03) 

FM: gradiente CH2Cl2:AcOEt (3:2 até 0:10), 

seguido de AcOEt:MeOH (9,5:0,5 até 0:10) 

FE: Sílica (63–200 µm)  

(3,3 g, 17,0 × 1,5 cm d.i.) 

(FAC04) 

FM: gradiente CH2Cl2:AcOEt 

(7:3 até 0:10), seguido de 

AcOEt:MeOH (9:1 até 0:10) 

Composto  

V 

Composto 

VI 

Fonte: autora 

Composto 

VII 

FE: Sílica gel flash (40–63 µm)  

(40,0 g, 22,0 × 2,5 cm d.i.). 

(FAC05) 

FM: gradiente Hex 100%, seguido de Hex: 

CH2Cl2 (1:1 até 0:10), CH2Cl2:AcOEt (3:2 até 

0:10), seguido de AcOEt:MeOH (9:1 até 0:10) 

Compostos  

VIII e IX 
Composto  

VIII  
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4 – RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

4.1 – Obtenção dos extratos etanólicos e frações  

 

A partir das flores e folhas das diferentes espécies de Cassia e Senna foram 

preparados os extratos e frações, cujos rendimentos estão descritos na Tabela 2. As 

frações foram obtidas a partir de cerca de 2,0 g do extrato etanólico e foram utilizadas nas 

análises de triagem fitoquímica por CCD.  

 

Tabela 2 – Massa do material vegetal seco, dos extratos e frações obtidos após extração 

líquido-líquido. 

Espécies 
Parte 

vegetal 

Material 

Seco (g) 

Extrato 

Etanólico 

(g) 

Rendimento 

(%) 

Frações obtidas (g) 

H D A MA 

C. fistula 

Flor 52,00 8,82 16,96 0,04 0,11 0,22 0,88 

Folha 51,98 10,82 20,82 0,07 0,06 0,09 0,80 

S. macranthera 

Flor 52,00 9,78 22,68 0,03 0,10 0,97 0,50 

Folha 51,98 9,69 18,62 0,04 0,07 0,18 0,61 

C. bakeriana 

Flor  52,09 9,50 18,24 0,03 0,05 0,32 0,94 

Folha  52,08 9,80 18,82 0,04 0,06 0,16 0,65 

S. occidentalisa  Folha 47,00 7,43 15,81 0,03 0,19 0,07 0,40 

S. siamea 

Flor  52,23 7,02 13,44 0,05 0,03 0,12 0,64 

Folha  52,72 8,98 17,03 0,04 0,10 0,04 0,50 

S. obtusifolia  

Flor  8,50 1,06 12,47 − − − − 

Folha  52,23 7,92 15,16 0,06 0,09 0,01 0,32 

S. silvestris 

Flor  41,78 8,20 19,63 0,05 0,11 0,22 0,94 

Folha  52,28 10,37 19,84 0,03 0,08 0,16 0,98 

S. pendula 

Flor  23,30 5,21 22,36 0,03 0,06 0,01 0,85 

Folha  52,00 7,09 13,63 0,04 0,11 0,29 0,70 

S. alata  

Flor  15,46 3,22 20,83 0,09 0,03 0,02 0,48 

Folha  52,08 8,84 16,97 0,03 0,12 0,24 0,73 

S. spectabilis  
Flor  3,86 0,58 15,02  0,09 0,07 − 

Folha  5,32 0,66 12,41 0,02 0,13 0,10 − 

aNão foram coletadas flores; H: Fração hexano; D: Fração diclorometano; A: Fração acetato de 

etila; MA: Fração hidroalcoólica; − Não realizado.  

Fonte: autora. 
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4.2 – Triagem fitoquímica dos extratos e frações  

 

Para identificar algumas classes de metabólitos presentes nos extratos e frações, 

as amostras foram submetidas a análise por CCD utilizando inspeção em câmara de luz 

UV-Vis e reveladores específicos (NP/PEG, iodocloroplatinato e KOH 5% em etanol). 

Como pode ser observado na Tabela 3, todos os extratos, frações diclorometano e acetato 

de etila das diferentes espécies de Senna apresentaram compostos pertencentes a classe 

dos flavonoides, que foi evidenciado pelo surgimento de fluorescência verde, amarelo ou 

laranja, a depender da estrutura, quando exposto a luz ultravioleta (λ = 365 nm) após 

aspersão do revelador NP/PEG.  

Compostos pertencentes a classe das antraquinonas, evidenciados pelo 

aparecimento de manchas vermelhas após aspersão com solução alcóolica de KOH 5%, 

foram observados em algumas espécies, sendo encontrados em maior concentração nas 

frações diclorometano. Já os alcaloides só foram observados nos extratos e frações 

(diclorometano e acetato de etila) das flores e folhas de S. spectabilis (Tabela 3), o que 

corrobora com os dados descritos na literatura para esta espécie, que é conhecida por 

apresentar alcaloides piperidínicos como constituintes majoritários nas flores, folhas e 

frutos (PIVATTO et al., 2005; VIEGAS JÚNIOR et al., 2004; 

VIEGAS JÚNIOR et al., 2013).  
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Tabela 3 – Triagem fitoquímica dos extratos e frações das diferentes espécies de Senna e Cassia. 

Reveladores  
Extratos etanólicos  

1a 1b 2a 2b 3a 3b 4b 5a 5b 6a 6b 7a 7b 8a 8b 9a 9b 10a 10b 

NP/PEG X X X X X X X X X * X X X X X X X X X 

Iodocloroplatinato − − − − − − − − − − − X X − − − − − − 

KOH 5% em etanol − − − − − − − − − − − X − X − − − X X 

                    

 Frações hexano 

 1a
 1b 2a 2b 3a 3b 4b 5a 5b 6a 6b 7a 7b 8a 8b 9a 9b 10a 10b 

NP/PEG − − − − − − − − − * − − − − − − − − − 

Iodocloroplatinato − − − − − − − − − − − − − − − − − − − 

KOH 5% em etanol − − X − − − − X − − − X − X − − − − − 

                    

 Frações diclorometano 

 1a 1b 2a 2b 3a 3b 4b 5a 5b 6a 6b 7a 7b 8a 8b 9a 9b 10a 10b 

NP/PEG X X X X X X X X X * X X X X X X X X X 

Iodocloroplatinato − − − − − − − − − − − X X − − − − − − 

KOH 5% em etanol X X − − X X − − − − − X − X − X X X X 

                    

 Frações acetato de etila  

 1a 1b 2a 2b 3a 3b 4b 5a 5b 6a 6b 7a 7b 8a 8b 9a 9b 10a 10b 

NP/PEG X X X X X X X X X * X X X X X X X X X 

Iodocloroplatinato − − − − − − − − − − − X X − − − − − − 

KOH 5% em etanol − − − − − − − − − − − − − − − − − − − 
1C. fistula; 2S. macranthera; 3C. bakeriana; 4S. occidentalis; 5S. siamea; 6S. obtusifolia; 7S. spectabilis; 8S. silvestris; 9S. pendula; 10S. alata;   

aExtrato etanólico das flores; bExtrato etanólico das folhas; − Não identificado; *Extratos ou frações não foram obtidos.  

Fonte: autora.  
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4.3 – Atividade de inibição da lipase pancreática  

 

Os dezenove extratos etanólicos, obtidos de dez espécies de Senna e Cassia, 

preparados conforme o item 3.6.2, foram submetidos a ensaios para determinar a 

capacidade de inibição da lipase pancreática. O método utilizado consiste em hidrolisar o 

substrato p-NPP na presença da lipase, formando o p-nitrofenol (p-NP) e o ácido 

palmítico (Figura 19). A extensão da inibição da lipase tem um impacto negativo na 

quantidade de p-NP liberado, sendo esta, medida espectrofotometricamente 

(ZAID et al., 2017). 

 

Figura 19 – Representação da hidrólise do p-NPP catalisada pela lipase. 

 
 

Fonte: Zaid et al. (2014). 

 

A atividade de inibição dos extratos etanólicos estão apresentados na tabela 4. O 

resultado foi expresso em porcentagem de inibição e, as amostras que apresentaram 

percentuais de inibição acima de 60%, na concentração de 240 µg mL–1, tiveram os 

valores de IC50 determinados.  

Entre os dezenove extratos avaliados, aqueles das flores de C. fistula e 

S.  macranthera apresentaram percentual de inibição de 67,10 ± 0,58% e 72,81 ± 9,08%, 

respectivamente, quando avaliados na concentração de 240 µg mL–1. A avaliação dos 

extratos em diferentes concentrações foi realizada para a determinação do IC50, sendo que 

o extrato etanólico das flores de C. fistula foi o que apresentou maior potencial de inibição 

(IC50 = 25,68  ± 1,72 µg mL–1) (Tabela 4).  
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Tabela 4 − Percentual de inibição (%) e IC50 da lipase pancreática apresentado pelos 

extratos etanólicos. 

 

Amostras 

Lipase pancreática 

% de inibiçãoc IC50 (µg mL–1)d 

1a 67,10 ± 0,58 25,68 ± 1,72 

1b 16,68 ± 4,06 − 

2a 72,81 ± 9,08 167,72 ± 21,75 

2b 19,17 ± 11,79 − 

3a 55,91 ± 5,08 − 

3b 26,27 ± 1,20 − 

4b 37,99 ± 13,56 − 

5a 34,39 ± 4,06 − 

5b 0 − 

6a 17,16 ± 8,13 − 

6b 34,89 ± 2,61 − 

7a 8,09 ± 6,82 − 

7b 14,14 ± 5,76 − 

8a 16,94 ± 8,21 − 

8b 11,68 ± 8,31 − 

9a 0 − 

9b 4,49 ± 2,25 − 

10a 4,57 ± 3,17 − 

10b 7,80 ± 4,24 − 

Orlistat 97,00 ± 4,24 0,17 ± 0,05 
1C. fistula; 2S. macranthera; 3C. bakeriana; 4S. occidentalis; 5S. siamea; 6S. obtusifolia; 
7S.  spectabilis; 8S. silvestris; 9S. pendula; 10S. alata; aExtrato etanólico das flores; bExtrato 

etanólico das folhas; cConcentração dos extratos (240 µg mL–1); drealizado com as amostras que 

apresentaram % de inibição maior que 60%; − não testado.  
Fonte: autora. 

 

A composição química de C. fistula já foi alvo de vários estudos, que relataram a 

presenças de vários compostos fenólicos (LUXIMON-RAMMA et al., 2002; 

MARTÍNEZ-ÁVILA, CASTRO-LÓPEZ, ROJAS, 2018; TAN et al., 2018). Dentre eles, 

diversos flavonoides (kaempferol, catequina, epi-catequina, epi-afzelequina) 

(KASHIWADA et al., 1990; MAHESH, SHARMA, SINGH, 1984); proantocianidinas 

(KASHIWADA et al., 1990); antraquinonas (crisofanol, reina, fisciona, crisofaneina, 

emodina, citreoroseina) (KUO, LEE, WEIN, 2002; LEE, LEE, KUO, 2001; MAHESH, 

SHARMA, SINGH, 1984); cumarinas (isoescopoletina e escopoletina) 

(LEE, LEE, KUO, 2001); furanoflavonas (fistulaflavonas A e B) (GAO et al., 2013); 

senosídeos A e B (ASSELEIH et al., 1990); além de cromonas e outros 

(KUO, LEE, WEIN, 2002; LEE, LEE, KUO, 2001).  

Em relação a atividade de inibição da lipase pancreática, algumas espécies de 

Cassia já foram avaliadas em estudos anteriores. No estudo realizado por Souza e 
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colaboradores (2012), os extratos metanólicos das folhas de C. fistula e C. angustilfolia 

foram avaliados sobre a lipase pancreática, e estes aumentaram a atividade da enzima. O 

extrato hexano das folhas de C. bakeriana inibiu a lipase pancreática com valor de IC50 

de 25,27 ± 8,78 µg mL–1 (SILVA et al., 2019). O extrato acetato de etila das raízes de 

S.  siamea apresentou forte inibição da lipase pancreática (74,3 ± 1,4%) e o fracionamento 

bioguiado levou ao isolamento de antraquinonas, entre elas, cassiamina A, que foi o 

composto mais ativo com IC50 de 41,8 ± 1,2 µmol L−1 (KUMAR et al., 2013). O extrato 

aquoso rico em proantocianidinas das partes aéreas de C. mimosoide, apresentou IC50 de 

100 µg mL–1 (YAMAMOTO et al., 2000); o extrato etanólico das partes aéreas de 

C. auriculata também apresentou atividade inibidora da lipase pancreática com IC50 de 

6,0 ± 1,0 µg mL–1, e seu fracionamento levou ao isolamento de alguns flavonoides, entre 

eles, kaempferol-3-O-rutinosídeo, que foi o composto mais ativo com IC50 de 

2,9 ± 0,5 µmol L−1 (HABTEMARIAM, 2012).  

Neste estudo, diversos compostos fenólicos, em sua maioria pertencente a classe 

dos flavonoides, entre estes kaempferol-3-O-rutinosideo, foram identificados por ESI-

EM/EM nas flores de C. fistula (Tabela 10) e podem ser os responsáveis pela atividade 

inibidora da lipase pancreática observada neste extrato.  

 

4.4 – Atividade antimicrobiana  

 

Os extratos etanólicos obtidos das diferentes espécies de Senna e Cassia, foram 

avaliados frente as dez cepas de microrganismos através do método da microdiluição em 

caldo utilizando como indicador resazurina para determinação da CIM. Utilizado para 

avaliar o crescimento celular, a resazurina é um indicador de oxidação-redução que 

apresenta coloração azul e não florescente em seu estado oxidado e que se torna rosa e 

fluorescente quando reduzido a resorufina por oxidoredutases em células viáveis 

(Figura 20) (MCNICHOLL, MCGRATH, QUINN, 2007).  

 

 

 

 

 

 

 



74 

Figura 20 – Reação de redução da resazurina a resorufina. 

 

 

Fonte: adaptado de Guerin et al. (2001). 

 

Os resultados de CIM (µg mL−1) dos extratos etanólicos das diferentes espécies 

de Senna e Cassia frente as bactérias bucais aeróbias, anaeróbias e leveduras, estão 

apresentados na Tabela 5.  

Sobre a atividade antibacteriana de extratos de plantas, Ríos e Recio (2005) 

consideram valores de CIM menores que 100 µg mL−1 como promissores agentes 

antimicrobianos. Holetz et al. (2002), por outro lado, caracteriza valores de CIM 

inferiores a 100 µg mL−1 como boa atividade antimicrobiana; de 100 a 500 µg mL−1 

moderada; de 500 a 1000 µg mL−1 fraca e acima de 1000 µg mL−1 inativa. Portanto, 

observando os resultados apresentados na Tabela 5, entre as 10 espécies avaliadas, 4 

(C. fistula, S. macranthera, C. bakeriana e S. spectabilis) apresentaram atividade 

moderada contra pelo menos duas das bactérias estudadas, com concentrações variando 

de 200 a 400 µg mL−1. No entanto, o extrato mais efetivo ne inibição do crescimento 

bacteriano foi das flores de S. macranthera, que apresentou atividade moderada frente a 

todas as bactérias aeróbias e anaeróbias testadas, com valores de CIM variando de 200 a 

400 µg mL−1. Enquanto o extrato das folhas apresentou efeito inibitório moderado apenas 

frente às bactérias aeróbias S. mitis ATCC 49456 e A. actinomycetemcomitans 

ATCC 43717, com valores de CIM de 400 e 200 µg mL−1, respectivamente.  

Com relação a atividade antifúngica, os menores CIM encontrados também foram 

para o extrato etanólico das flores de S. macranthera com valores de 23,43, 11,72 e 

5,86 µg mL−1 frente às leveduras C. tropicalis ATCC 13803, C. albicans ATCC 28366 e 

C glabrata ATCC 15126, respectivamente. Esses resultados são promissores, uma vez 

que Tandon e colaboradores (2004), consideram amostras ativas e promissoras para 

atividade antifúngica, aquelas com valores de CIM menor ou igual a 50 µg mL−1  
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Tabela 5 – Resultados da atividade antimicrobiana, expresso em CIM (µg mL−1), dos extratos etanólicos de Senna e Cassia. 

Microrganismos 

  CIM (µg mL-1) 

  Amostras testadas  

1a 1b 2a 2b 3a 3b 4b 5a 5b 6a 6b 7a 7b 8a 8b 9a 9b 10a 10b 
Controle 

positivo 

Bactérias Aeróbias                     

S. mutans 

ATCC 25175 
>400 >400 400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 0,9c 

S. mitis 

ATCC 49456 
>400 >400 200 400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 400 400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 1,8c 

S. sanguinis 

ATCC 10556 
>400 >400 400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 200 400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 1,8c 

A. 

actinomycetemcomitans 

ATCC 43717 

>400 >400 200 200 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 0,9c 

Bactérias Anaeróbias                     

P.gingivalis 

ATCC 33277 
400 200 400 >400 400 400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 3,6c 

F. nucleatum 

ATCC 25586 
>400 200 200 >400 400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 1,8c 

A. naeslundii 

ATCC19039 
>400 400 200 >400 400 400 >400 >400 >400 >400 >400 400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 1,8c 

Leveduras                     

C. albicans  

ATCC 28366 
375 1500 11,72 375 187,5 750 >3000 >3000 >3000 >3000 >3000 187,5 3000 >3000 >3000 >3000 >3000 >3000 >3000 0,2d 

C. tropicalis  

ATCC 13803 
1500 1500 23,43 1500 1500 3000 >3000 >3000 >3000 >3000 >3000 375 3000 >3000 >3000 >3000 >3000 >3000 >3000 0,2d 

C. glabrata 

ATCC 15126 
93,75 187,5 5,86 93,75 23,43 46,87 >3000 >3000 >3000 >3000 >3000 23,43 750 >3000 >3000 >3000 >3000 >3000 >3000 0,1d 

1C. fistula; 2S. macranthera; 3C. bakeriana; 4S. occidentalis; 5S. siamea; 6S. obtusifolia; 7S. spectabilis; 8S. silvestris; 9S. pendula; 10S. alata;   

aExtrato etanólico das flores; bExtrato etanólico das folhas; Controle positivo: cClorexidina; dAnfotericina.  

Os ensaios foram conduzidos utilizando como controle positivo metronidazol, contra as cepas de referência Bacteroides fragilis (CIM = 0,7 µg mL–1) e 

B. thetaiotaomicron (CIM = 1,5 µg mL–1), usadas como controle para bactérias (protocolo M11-A7); e anfotericina contra as cepas C. krusei     

(CIM = 1,0 µg mL–1) e C. parapsilosis (CIM = 0,5 µg mL–1) usadas como controle para leveduras (protocolo M27- A3). Esses microrganismos validam os 

ensaios de bactérias (CLSI, 2007; CLSI, 2012) e leveduras (CLSI, 2008). 

Fonte: autora.  
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Tendo em vista este indicativo de atividade antifúngica, observado no extrato 

etanólico das flores de S. macranthera, as frações (hexano, diclorometano, acetato de etila 

e hidroalcoólica) obtidas do extrato, também foram avaliadas contra as três cepas de 

Candida e os valores estão apresentados na Tabela 6. Entre as frações avaliadas, a fração 

acetato de etila apresentou forte atividade antifúngica, frente as três leveduras testadas, 

com valores de CIM de 5,86, 23,43 e 23,43 µg mL−1 para C. glabrata, C. albicans e 

C. tropicalis, respectivamente. Vale a pena destacar que C. glabrata, é resistente aos 

agentes antifúgicos azóis e equinocandinas, usados como medicamentos 

(PFALLER, 2012). Assim, este resultado é considerado promissor na busca de novos 

agentes antifúngicos.  

 

Tabela 6 – Resultados da atividade antifúngica, expresso em CIM (µg mL−1), das frações, 

obtidas a partir do extrato etanólico das flores de S. macranthera. 

Leveduras 
CIM (µg mL−1) 

Amostras testadas 

FHa FDb FAc FMAd Anfotericina B 

C. albicans 

ATCC 28366 
375 187,5 23,43 375 0,2 

C. glabrata 

ATCC 15126 
46,87 23,43 5,86 1500 0,1 

C. tropicalis 

ATCC 13803 
375 375 23,43 375 0,2 

aFração hexano; bFração diclorometano; cFração acetato de etila; dFração hidroalcoólica; Os 

ensiaos foram realizados com C. krusei (CIM = 1.0 µg mL–1) e C. parapsilosis 

(CIM = 0.5 µg  mL– 1) como cepas controle. Esses microrganismos validam os ensaios para 

leveduras (CLSI, 2008).  

Fonte: autora.  

 

S. macranthera H. S. Irwin & Barneby, popularmente conhecida como pau-fava 

e fedegoso, é uma árvore (6−8 m de altura) comumente usada na arborização de cidades 

(LORENZI, 2008). Na medicina tradicional os frutos desta espécie são utilizados no 

tratamento de gripes e resfriados (TRENTI et al., 2011). A atividade antimicrobiana de 

S. macranthera foi investigada em estudos anteriores, onde Scio e colaboradores (2012), 

ao avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de diferentes plantas, encontrou, para o 

extrato metanólico das folhas de S. macranthera, valores de CIM de 156, 300 e 

156 µg mL− frente às bactérias Bacillis cereus ATCC 11778, Shigella sonnei 

ATCC11060 e Salmonella enterica serovar Typhimurium, ATCC 13311, 

respectivamente; e nenhuma atividade foi observada frente às leveduras Candida albicans 

ATCC 18804 e Cryptococcus neoformans ATCC 32608. Já os extratos etanólico e 
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diclorometano das raízes, quando avaliados contra cepas de Staphylococcus aureus 

ATCC  3828, S. agalactiae ATCC 3849 e S. bovis ATCC 550, apresentou efeito inibitório 

com valores de CIM variando de 0,5 a 1,0 mg mL−1, sendo o melhor resultado observado 

para o extrato diclorometano frente a S. aureus (MIC 0,5 mg mL−1), cujo efeito inibitório, 

foi atribuído às antraquinonas emodina, fisciona e crisofanol isoladas do extrato 

(ANDRADE et al., 2015). 

 

4.5 – Avaliação da atividade citotóxica 

 

Os extratos etanólicos e as frações obtidas das flores de S. macranthera, foram 

submetidos à análise da atividade citotóxica contra células Vero (ATCC CCL 81), sendo 

o valor expresso em concentração citotóxica (CC50 – concentração em que se tenha 50% 

de viabilidade celular). Para estabelecer a relação entre citotoxicidade e atividade 

antimicrobiana, os valores de índice de seletividade (IS) foram calculados (Tabela 7). 

Amostras com valores positivos de IS indicam alta seletividade contra os 

microorganismos, enquanto valores negativos, indicam alta toxicidade para as células 

Vero (CASE et al., 2006; MESQUITA et al., 2007). Os valores mais elevados de IS foram 

observados para o extrato etanólico e fração acetato de etila das flores de S. macranthera 

(Tabelas 7 e 8). Estes resultados confirmam que as flores de S. macranthera são 

promissoras na busca por novos agentes antifúngicos, associando elevada atividade 

antifúngica contra as três leveduras estudadas com baixa citotoxicidade 

(CIMs 23,43−5,86 μg mL−1, IS 1,34−1,94). Assim, a fração acetato de etila das flores de 

S. macranthera foi submetida a análise por CLAE-EM/EM a fim de realizar a 

identificação dos compostos bioativos.  
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Tabela 7 – Atividade citotóxica, expresso em CC50 (µg mL−1) e índice de seletividade dos extratos etanólicos de Senna e Cassia.  

Amostras 

Células Vero 

(ATCC CCL 81) 

Microrganismos 

Índice de seletividade (IS)f 

CC50  

(µg mL−1) 

S. 

mutansc 

S.  

mitisc 

S. 

sanguinisc 

A. 

actinomycetemcomitansc 

P. 

gingivalisd 

F. 

nucleatumd 

A. 

naeslundiid 

C. 

albicanse 

C. 

tropicalise 

C. 

glabratae 

1a >512 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,13 −0,47 0,74 

1b >512 0,11 0,11 0,11 0,11 0,41 0,41 0,11 −0,47 −0,47 0,44 

2a >512 0,11 0,41 0,11 0,41 0,11 0,41 0,41 1,64 1,34 1,94 

2b >512 0,11 0,11 0,11 0,41 0,11 0,11 0,11 0,13 −0,47 0,74 

3a >512 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,44 −0,47 1,34 

3b >512 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 −0,16 −0,77 1,04 

4b >512 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 −0,77 −0,77 −0,77 

5a >512 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 −0,77 −0,77 −0,77 

5b >512 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 −0,77 −0,77 −0,77 

6a >512 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 −0,77 −0,77 −0,77 

6b >512 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 −0,77 −0,77 −0,77 

7a >512 0,11 0,11 0,41 0,11 0,11 0,11 0,11 0,44 0,13 1,34 

7b 315 ± 54 −0,10 −0,10 −0,10 −0,10 −0,10 −0,10 −0,10 −0,98 −0,98 −0,38 

8a >512 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 −0,77 −0,77 −0,77 

8b >512 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 −0,77 −0,77 −0,77 

9a >512 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 −0,77 −0,77 −0,77 

9b >512 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 −0,77 −0,77 −0,77 

10a >512 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 −0,77 −0,77 −0,77 

10b >512 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 −0,77 −0,77 −0,77 
1C. fistula; 2S. macranthera; 3C. bakeriana; 4S. occidentalis; 5S. siamea; 6S. obtusifolia; 7S. spectabilis; 8S. silvestris; 9S. pendula; 10S. alata; aExtrato etanólico 

das flores; bExtrato etanólico das folhas; cMicrorganismos aeróbicos; dMicrorganismos anaeróbicos; eLeveduras; fIS = log[CC50 (Células Vero )/CIM] 

Fonte: autora.  
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Tabela 8 – Atividade citotóxica e índice de seletividade do extrato e frações obtidas das 

flores de S. macranthera.  

Amostras 

Célula Vero  

(ATCC CCL 81) 

Índice de seletividade (IS)f 

Leveduras 

Atividade citotóxica 

CC50 

(µg mL−1) 

C. albicans C. tropicalis C. glabrata 

EEa >512 1,64 1,34 1,94 

FHb 435 ± 83 0,06 0,06 0,98 

FDc >512 0,44 0,13 1,34 

FAd >512 1,34 1,34 1,94 

FMAe 418 ± 72 0,05 0,05 −0,55 

aExtrato etanólico das flores de S. macranthera; bfração hexano; cfração CH2Cl2; dfração acetato 

de etila; efração hidroalcoólica; fIS = log[CC50 (Vero cells)/CIM]. 

Fonte: autora. 

 

4.6 – Identificação dos metabólitos secundários da fração FAFl de S. macranthera  

 

A análise da fração FAFl de S. macranthera por CLAE-EM, permitiu identificar 

os compostos de 1−18 (Figura 21; Tabela 9). As identificações estruturais foram 

realizadas a partir das massas exatas e vias de fragmentação propostas com base nas 

análises de massas em alta resolução obtidas no modo negativo EM-IES-(−) e EM/EM. 

Foram considerados somente valores de erros menores ou iguais a 5 ppm e todos os dados 

foram comparados com outros trabalhos descritos na literatura, biblioteca Metlin e banco 

de dados de PNs. A Tabela 9 resume os tempos de retenção (tR), as massas em alta 

resolução [M − H]− as fórmulas moleculares, os erros (ppm) entre os valores teóricos e 

medidos, os principais e mais importantes íons produtos EM2 e os compostos 

identificados. 
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Figura 21 – Cromatograma obtido por CLAE-EM da fração FAFl de S. macranthera.  

 

Condições CLAE: Coluna Poroshell HPH-C18 (100 × 2,1 mm, 2,7 µm); gradiente (10 min), 

2−98% de MeOH-HCO2H 0,1%; C = 1,0 mg mL−1, Vinj. = 1,0 μL, fluxo 3,0 mL min−1 e detector 

EM-IES. 

Fonte: autora. 

 

O primeiro composto identificado (tR 0,65 min), apresentou o sinal do íon 

molecular em m/z 191,0569 [M − H]− (Figura 22 A), e íon fragmento em m/z 173 

 (Figura 22 B), que corresponde a eliminação neutra de água [M – H − H2O]− (Figura 23), 

sendo consistente com os dados descritos na literatura para o ácido quínico (1) 

(MASIKE et al., 2017).  
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Figura 22 – EM-IES-(−) em alta resolução do composto 1 (A) e seu respectivo EM/EM-

IES-(−) (B).  

 

 
Fonte: autora. 

 

Figura 23 – Proposta de fragmentação para o ácido orgânico 1 analisado por EM/EM-

IES-(–).  

 
Fonte: autora. 

 

Catequina ou epicatequina (2) (tR 4,11 min) e gallocatequina ou epigallocatequina 

(3) (tR 3,26 min) apresentaram o pico referente ao íon molecular [M − H]− em 

– 18 u 

[M − H]− 

(A) tR 0,65 min. 

(B) energia de colisão 10 eV. 

HO O

O

OH

HO OH

1:m/z 191
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m/z 289,0728 e 305,0664, respectivamente (Figuras 24 A e B). Quando estes sinais foram 

submetidos a espectrometria de massas sequencial no modo negativo (Figuras 24 C e D) 

foram observados íons fragmentos em m/z 137 (para 2 e 3), m/z 151 (para 2) e m/z 167 

(para 3), que foram atribuídos à clivagem do anel C através de um mecanismo retro-Diels-

Alder (RDA) (OLIVEIRA et al., 2018; RODRIGUES et al., 2007). Os fragmentos em 

m/z 179, 109 e 125 observados para 2 e 3, para 2, e para 3, respectivamente, foram 

formados através da clivagem heterolítica entre os anéis B e C (OLIVEIRA et al., 2018). 

A clivagem heterolítica do anel C, promovida pelo íon fenóxido (anel B), leva a 

eliminação neutra de um grupo enol (CH2=CH−OH, que através do equilíbrio ceto-

enólico pode levar à etanal), para gerar os íons fragmentos em m/z 245 e 261 observados 

para 2 e 3, respectivamente; cuja carga pode ficar retida no anel A ou dispersa no anel B 

através da formação de um novo heterociclo tensionado (OLIVEIRA et al., 2018). 

Adicionalmente, conforme proposto por Oliveira et al. (2018), a partir do íon fenóxido 

(m/z 289 (2) e 305 (3)) (anel B) pode ocorrer uma clivagem heterocíclica (anel C), com 

eliminação neutra de 164 e 180 u para 2 e 3, respectivamente, levando a formação do íon 

fragmento em m/z 125 (Figura 25). Além disso, o intermediário originado na clivagem 

heterocíclica também pode gerar o íon fragmento em m/z 167, observado para 2 e 3 

(Figura 25).  
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Figura 24 – EM-IES-(−) em alta resolução dos compostos 2 (A), 3 (B) e seus respectivos EM/EM-IES-(−) 2 (C) e 3 (D). 

  

  

Fonte: autora. 

– 44 u 

– 180 u 

– 138 u 

179.0365 – 110 u 151.0367 

– 122 u 

– 180 u 

– 138 u 

179.0365 
– 126 u 

– 44 u 

(A) tR 4,11 min. 

(C) energia de colisão 10 eV. 

 

(B) tR 3,26 min. 

(D) energia de colisão 10 eV. 

 

[M − H]− 
[M − H]− 
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Figura 25 – Proposta de fragmentação para os flavan-3-ol 2 e 3 identificados por 

EM/EM-IES-(–) na fração AcOEt das flores de S. macranthera. 

Fonte: autora. 

 

A flavona luteolina (4) (tR 7,86 min) apresentou pico referente ao íon molecular 

[M − H]− em m/z 285,0412 (Figura 26 A). O EM/EM-IES-(–) obtido da dissociação 

induzida por colisão deste íon com N2, gerou como principais fragmentos os íons em 

m/z 133 e 151 (Figura 26 B), que foram atribuídos a clivagem do anel C através de um 

mecanismo retro-Diels-Alder (RDA), como descrito em estudos anteriores com 

flavonoides (Figura 27) (FABRE et al., 2001; HUGHES et al., 2001; 

OLIVEIRA et al., 2018; RIJKE et al., 2006).  
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Figura 26 – EM-IES-(−) em alta resolução do composto 4 (A) e seu respectivo      

EM/EM-IES-(–) (B). 

 

 
Fonte: autora. 
 

Figura 27 – Proposta de fragmentação para a flavona 4 identificada por                     

EM/EM-IES-(–) na fração AcOEt das flores de S. macranthera.  

 
Fonte: autora. 

 

Os sinais em m/z 463,0894 e 479,0845 [M − H]− foram relacionados aos 

flavonois glicosilados 5 (tR 6,51 min) e 6 (tR 5,99 min), respectivamente 

(Figuras 28 A e B). Quando estes sinais foram submetidos a EM/EM (Figuras 28 C e D), 

– 134 u 

– 152 u 

[M − H]− 

(A) tR 7,86 min.  

(B) energia de colisão 10 eV. 
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foram observados como principais fragmentos os íons em m/z 300 e 316, respectivamente, 

que foram atribuídos a clivagem homolítica entre a porção aglicona e o glicosídeo na 

posição C-3. A eliminação neutra da unidade monossacarídica (162 u) gerou os íons 

fragmentos em m/z 301 e 317 (Figura 29) (GONZALES et al., 2014; 

OLIVEIRA et al., 2018). 
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Figura 28 − EM-IES-(−) em alta resolução dos compostos 5 (A), 6 (B) e seus respectivos EM/EM-IES-(–) 5 (C) e 6 (D). 

  

  
Fonte: autora. 

(A) tR 6,51 min. [M − H]− 
[M − H]− 

(B) tR 5,99 min. 

– 162 u 

– 163 u 

– 162 u 

– 163 u 

(C) energia de colisão 10 eV (D) energia de colisão 10 eV 



88 

Figura 29 – Proposta de fragmentação para os flavonois 5 e 6 identificados por     

EM/EM-IES-(–) na fração AcOEt das flores de S. macranthera.  

Fonte: autora. 

 

Os sinais de m/z 529 (7, tR 6,39 min, m/z 529,1517) (Figura 30 A), 545 (8a, 

tR 5,66 min, m/z 545,1464; 8b, tR 5,79 min, m/z 545,1471; 9a, tR 5,88 min, m/z 545,1466; 

e 9b, tR 5,93 min, m/z 545,1461) (Figuras 31 A e B, e 32 A e B), 561 (10a, tR 5,23 min, 

m/z 561,1416; 10b, tR 5,29 min, m/z 561,1419; e 10c, tR 5,39 min, m/z 561,1423) 

(Figuras 33 A e B, e 34 A), e 577 (11a, tR 4,33 min, m/z 577,1360; e 11b, tR 4,44 min, 

m/z 577,1363) (Figuras 35 A e B) foram atribuídos a moléculas desprotonadas 

[M − H]− de proantocianidinas diméricas (Tabela  9). Quando estes sinais foram 

submetidos à análise de EM/EM (Figuras 30−), os principais fragmentos foram 

originados a partir da quebra da ligação interflavana (C4−C8), entre os monômeros, 

através de um mecanismo quinona metídeo (QM), para formar os íons referentes aos 

monômeros da unidade de extensão em m/z 239 (7–8b), 255 (9a–10c), e 271 (11a e 11b) 

e da unidade terminal em m/z 289 (7, 9a e 9b) e 305 (8a, 8b e 10a–11b), que permitiu 

definir as duas unidades monoméricas (Figura 36). Adicionalmente, foram observados 

íons fragmentos em m/z 109 (7, 9a e 9b), 125 (8a, 8b e 10a–11b), e 179 (7–11b), que 

foram atribuídos à clivagem heterolítica entre os anéis B e C da unidade terminal. Outros 

fragmentos típicos de proantocianidinas diméricas foram gerados pela clivagem através 

do mecanismo RDA, com perda de todo o anel B juntamente com a parte C2–C3 do anel 

C, dando origem aos íons fragmentos em m/z 425 (8a, 8b e 10a–11b) e 409 (7, 9a e 9b); 

que após subsequente eliminação de água gerou os fragmentos em m/z 407 e 391, 
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respectivamente. Também foram observados os íons fragmentos em m/z 419 (7), 435  

(8a–9b), 451 (10a–10c), e 467 (11a e 11b), gerados a partir da fissão heterocíclica do 

anel (FHA) C, da unidade de extensão, e subsequente perda do anel A (110 u) (Figura 36) 

(JAISWAL, JAYASINGHE, KUHNERT, 2012; LIN et al., 2014). 

 

Figura 30 − EM-IES-(–) em alta resolução do composto 7 (A) e seu respectivo      

EM/EM-IES (–) (B).  

 

Fonte: autora. 

 

 

 

 

 

[M − H]− 

(A) tR 6,39 min. 

(B) energia de colisão 20 eV. 

– 240 u 

– 290 u 
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Figura 31 − EM-IES-(–) em alta resolução dos compostos 8a (A), 8b (B) e seus respectivos EM/EM-IES (–) 8a (C) e 8b (D).  

  

  
Fonte: autora. 

 

(A) tR 5,66 min. (B) tR 5,79 min. 

– 240 u 

– 290 u 

– 240 u 

– 290 u 

(C) energia de colisão 25 eV. 

[M − H]− 
[M − H]− 

(D) energia de colisão 25 eV. 
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Figura 32 − EM-IES-(–) em alta resolução dos compostos 9a (A), 9b (B) e seus respectivos EM/EM-IES (–) 9a (C) e 9b (D). 

  

  
Fonte: autora. 

 

– 256 u 

– 290 u 

(A) tR 5,88 min. (B) tR 5,93 min. 

(C) energia de colisão 25 eV. (D) energia de colisão 25 eV. 

[M − H]− [M − H]− 

– 256 u 

– 290 u 
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Figura 33 − EM-IES-(–) em alta resolução dos compostos 10a (A), 10b (B) e seus respectivos EM/EM-IES (–) 10a (C) e 10b (D). 

  

  
Fonte: autora. 

(A) tR 5,23 min. (B) tR 5,29 min. 

– 256 u 

– 306 u 

(C) energia de colisão 20 eV 

– 256 u 

– 306 u 

(D) energia de colisão 20 eV 

[M − H]− [M − H]− 
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Figura 34 − EM-IES-(–) em alta resolução do composto 10c (A) e seu respectivo 

EM/EM-IES (B).  

 

Fonte: autora. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) tR 5,39 min. 

– 256 u 

– 306 u 

(B) energia de colisão 20 eV. 

[M − H]− 
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Figura 35 − EM-IES-(–) em alta resolução dos compostos 11a (A), 11b (B) e seus respectivos EM/EM-IES 11a (C) e 11b (D). 

  

  
Fonte: autora. 

 

(A) tR 4,33 min. (B) tR 4,44 min. 

– 272 u 

– 126 u 

– 180 u 

179.0337 

(C) energia de colisão 20 eV. 

– 272 u 

– 126 u 

– 180 u 

179.0314 

(D) energia de colisão 20 eV. 

[M − H]− 

[M − H]− 
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Figura 36 – Proposta de fragmentação para os dímeros 7−11b identificados por EM/EM-IES-(–) na fração AcOEt das flores de S. macranthera. 

 
Fonte: autora.
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Um total de oito proantocinidinas contendo três unidades flavan-3-ol condensadas 

(trímeros), também foram identificadas (12−18). Os principais fragmentos observados, 

derivados das clivagens QM e FHA permitiram identificar os monômeros e a ordem de 

conexão nos trímeros.  

O composto identificado no tR 8,11 min (12) apresentou o sinal referente a 

molécula desprotonada em m/z 769,2309 [M − H]−  (Figura 37 A). Quando este sinal foi 

submetido a EM/EM, foram observados como principais fragmentos os íons em m/z 529, 

419, 289 e 239 (Figura 37 B). A quebra da ligação (C4−C8) entre os monômeros, através 

de um mecanismo QM, gerou os íons em m/z 529 [M − H − 240 e m/z 239, que permitiu 

definir a unidade de extensão como sendo cassiaflavana. Um segundo mecanismo QM, 

através da quebra da ligação (C4’−C8’) gerou os íons fragmentos em m/z 289 

[M − H − 240 − 240 e m/z 239, que caracteriza a presença de uma segunda unidade de 

cassiaflavana e uma unidade de catequina ou epicatequina, respectivamente. O íon 

fragmento em m/z 419 foi atribuído a eliminação neutra de 110 u (perda do anel A) a 

partir do íon de m/z 529, através de um mecanismo FHA (JAISWAL, JAYASINGHE, 

KUHNERT, 2012; LIN et al., 2014; SOBEH et al., 2017) (Figura 42).  
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Figura 37 – EM-IES-(−) em alta resolução do composto 12 (A) e seu respectivo   

EM/EM-IES-(–) (B).  

 

Fonte: autora. 

 

Dois picos apresentaram os sinais referentes as moléculas desprotonadas em 

m/z 785 [M − H]− (13, tR 7,69, m/z  e 14, tR 7,79, m/z 785,2257) 

(Figuras 38 A e B). Quando estes sinais foram submetidos a EM/EM (Figura 38 C e D), 

ambos apresentaram o íon fragmento em m/z 545 [M − H − 240], gerado a partir do 

mecanismo QM, que permitiu identificar a unidade de extensão como sendo o monômero 

cassiaflavana. Uma segunda quebra da ligação interflavan (C4’−C8’), gerou os 

fragmentos em m/z 289 [M − H − 240 − 256 ] e 255 [M − H − 240 − 290] para 13 e 305 

[M − H − 240 − 240 e 239 [M − H − 240 − 306] para 14, que permitiu definir as outras 

duas unidades monoméricas como sendo guibourtinidol e catequina ou epicatequina (13) 

e cassiaflavana e galocatequina ou epigalocatequina (14). Também foi observado para 

ambos os compostos, o íon fragmento em m/z 435 gerado a partir do mecanismo FHA, o 

– 240 u 

– 240 

u 

– 290 

u 

(A) tR 8,11 min. 

(B) energia de colisão 20 eV. 

[M − H]− 
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que indica que a unidade terminal pode ser a mesma para os dois compostos (JAISWAL, 

JAYASINGHE, KUHNERT, 2012; LIN et al., 2014; SOBEH et al., 2017) (Figura 42). 
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Figura 38 – EM-IES-(−) em alta resolução dos compostos 13 (A), 14 (B) e seus respectivos EM/EM-IES-(–) 13 (C) e 14 (D). 

  

  
Fonte: autora. 

289.0702 

[M − H]− [M − H]− 
(A) tR 7,69 min. (B) tR 7,79 min. 

(D) energia de colisão 20 eV. (C) energia de colisão 20 eV. 

– 240 u 

– 256 u 

– 290 u 

– 240 u 
– 240 u 

239.0730 – 306 u 
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Dois picos apresentaram os sinais referentes as moléculas desprotonadas em 

m/z 801 [M − H]− (15a, tR 7,01 min, m/z 801,2203; e 15b, tR 7,26 min, m/z 801,2201) 

(Figuras 39 A e B) e íons fragmentos principais em m/z 561 [M − H − 240], 

305 [M − H − 240 − 256] e 255 [M − H − 240 − 306] (Figuras 39 C e D); que permitiu 

identificar os compostos como sendo cassiaflavana-guibourtinidol-galocatequina 

(Figura 42). Um terceiro pico também com sinal em m/z 801 [M − H]− (16 tR 7,37 min, 

m/z 801,2206) (Figura 40 A), apresentou os principais íons fragmentos em m/z 545   [M − 

H − 256], 289 [M − H − 256 − 256 ] e 255 [M − H − 256 − 290 ] (Figura 40 B) e foi 

identificado como guibourtinidol-guibourtinidol-catequina (SOBEH et al., 2017).  

O composto identificado no tR 6,62 min (17) apresentou o sinal referente a 

molécula desprotonada em m/z 817,2148 [M − H]−  (Figura 41 A). Quando este sinal foi 

submetido a EM/EM, foram observados como principais fragmentos os íons em m/z 561, 

305 e 255 (Figura 41 C), referentes as duas clivagens das ligações interflavan (C4−C8 e 

C4’−C8’) através do mecanismo QM; além do íon em m/z 451 gerado a partir do 

mecanismo FHA (Figura 42) (JAISWAL, JAYASINGHE, KUHNERT, 2012; 

LIN et al., 2014; SOBEH et al., 2017).  

O composto identificado no tR 5,66 min (18) apresentou o sinal referente a 

molécula desprotonada em m/z 833,2107 [M − H]−  (Figura 41 B) e principais íons 

fragmentos em m/z 577, 305 e 271 (Figura 41 D), referentes as duas clivagens das ligações 

interflavan (C4−C8 e C4’−C8’) através do mecanismo QM; além do íon em m/z 451, 

atribuído a perda de 126 u através do mecanismo FHA (Figura 42) que permitiu 

identificar o compostos como sendo o guibourtinidol-afzalequina-galocatequina 

(JAISWAL, JAYASINGHE, KUHNERT, 2012; LIN et al., 2014; SOBEH et al., 2017). 
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Figura 39 – EM-IES-(−) em alta resolução dos compostos 15a (A), 15b (B) e seus respectivos EM/EM-IES-(–) 15a (C) e 115b (D). 

  

  
Fonte: autora. 

[M − H]− 
(B) tR 7,26 min. 

[M − H]− 
(A) tR 7,01 min. 

– 240 u 

– 256 u 

– 306 u 

561.1411 
– 240 u 451.1027 

– 110 u 

– 256 u 

– 306 u 

(C) energia de colisão 30 eV. (D) energia de colisão 30 eV. 
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Figura 40 – EM-IES-(–) em alta resolução do composto 16 (A) e seu respectivo   

EM/EM-IES-(–) (B). 

 

 
Fonte: autora. 

 

– 256 u 
– 256 u 

– 290 u 

(B) energia de colisão 30 eV 

(A) tR 7,37 min. 
[M − H]− 
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Figura 41 – EM-IES-(–) em alta resolução dos compostos 17 (A), 18 (B) e seus respectivos EM/EM-IES-(–) 17 (C) e 18 (C).  

  

  
Fonte: autora.  

(A) tR 6,62 min. 
[M − H]− 

(B) tR 5,66 min. 

[M − H]− 

(D) energia de colisão 25 eV. (C) energia de colisão 30 eV. 

– 256 u 
– 256 u 

– 110 u 

451.1066 

– 306 u 
– 256 u 

– 272 u 

271.0505 – 306 u 

– 126 u 
451.1011 
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Figura 42 – Proposta de fragmentação para os trímeros 12−18 identificados por EM/EM-IES-(–) na fração AcOEt das flores de S. macranthera. 

 
Fonte: autora. 



105 

Tabela 9 – Proposta da composição química da fração AcOEt das flores de S. macranthera identificados por CLAE-EM/EM-IES-(–). 

tR 

(min) 
[M − H]− 

[M − H]− 

Exata 

Fórmula 

molecular 

Δa 

(ppm) 
Fragmentos EM/EM Compostos identificados Referência 

0,65 191,0569 191,0561 C7H12O6 4,2 173, 149, 127, 109 ácido quínico (1) MASIKE et al., 2017 

3,26 305,0664 305,0667 C15H14O7 −1,0 261, 219, 165, 139, 125, 111 galocatequinab (3) 
METLIN, 2018; LIN 

et al., 2014. 

4,11 289,0728 289,0718 C15H14O6 3,4 245, 139, 123, 109 catequinab (2) 

OLIVEIRA et al., 

2018; JIN et al., 2007; 

SOBEH et al., 2018 

4,33 577,1360 577,1351 C30H26O12 1,6 407, 305, 179, 161, 137, 125 fisetinidol-galocatequinab (11a) LIN et al., 2014 

4,44 577,1363 577,1351 C30H26O12 2,1 407, 305, 179, 161, 137, 125 fisetinidol-galocatequinab (11b) LIN et al., 2014 

5,23 561,1416 561,1402 C30H26O11 2,5 407, 305, 255, 179, 109 guibourtinidol-galocatequinab (10a) SOBEH et al., 2017 

5,29 561,1419 561,1402 C30H26O11 3,0 407, 305, 255, 179, 109 guibourtinidol-galocatequinab (10b) SOBEH et al., 2017 

5,39 561,1423 561,1402 C30H26O11 3,7 407, 305, 255, 179, 109 guibourtinidol-galocatequinab (10c) SOBEH et al., 2017 

5,66 833,2107 833,2087 C45H38O16 2,4 577, 561, 407, 305, 255, 161 
guibourtinidol-afzelequina-

galocatequinab (18) 
SOBEH et al., 2017 

5,66 545,1464 545,1453 C30H26O10 2,0 479, 435, 305, 255, 179, 125  cassiaflavana-galocatequinab (8a) 

COETZEE et al., 

2000; SOBEH et al., 

2017 

5,79 545,1471 545,1453 C30H26O10 3,3 479, 435, 305, 255, 179, 125 cassiaflavana-galocatequinab (8b) 

COETZEE et al., 

2000; SOBEH et al., 

2017 

5,88 545,1466 545,1453 C30H26O10 2,4 435, 409, 391, 289, 255, 145, 109 guibourtinidol-catequinab (9a) 
SOBEH et al., 2017; 

SOBEH et al., 2018 

5,93 545,1461 545,1453 C30H26O10 1,5 435, 409, 391, 289, 255, 145, 109 guibourtinidol-catequinab (9b) 
SOBEH et al., 2017; 

SOBEH et al., 2018 

5,99 479,0845 479,0831 C21H20O13 2,9 316, 287, 271 miricetina-3-O-glucosideo (6) YANG et al., 2014 

6,39 529,1517 529,1504 C30H26O9 2,4 419, 289, 245, 239, 205, 165, 109 (ent)-cassiaflavana-catequinab (7) SOBEH et al., 2018 

6,51 463,0894 463,0882 C21H20O12 2,6 300, 301, 271, 257 quercetina-3-O-glucosideo (5) 
GONZALES et al., 

2014 
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Tabela 9 – continuação 

tR 

(min) 
[M − H]− 

[M − H]− 

Exata 

Fórmula 

molecular 

Δa 

(ppm) 
Fragmentos EM/EM Compostos identificados Referência 

6,62 817,2148 817,2138 C45H38O15 1,2 561, 305, 255 
guibourtinidol-guibourtinidol-

galocatequinab (17) 
SOBEH et al., 2017 

6,86c 255,0659 − − − 237, 211, 145, 133, 109 −  

7,01 801,2203 801,2189 C45H38O14 1,7 561, 305, 255 
(ent)-cassiaflavana-guibourtinidol-

galocatequinab (15a) 
SOBEH et al., 2017 

7,26 801,2201 801,2189 C45H38O14 1,5 561, 305, 255 
(ent)-cassiaflavana-guibourtinidol-

galocatequinab (15b) 

SOBEH et al., 2017 

7,37 801,2206 801,2189 C45H38O14 2,1 545, 289, 255 
guibourtinidol-guibourtiniol-

catequinab (16) 

SOBEH et al., 2017 

7,69 785,2252 785,2240 C45H38O13 1,5 675, 545, 435,289, 255 
(ent)-cassiaflavana-guibourtinidol-

catequinab (13) 
SOBEH et al., 2017 

7,79 785,2257 785,2240 C45H38O13 2,2 675, 545,435, 305, 289, 255 
(ent)-cassiaflavana-(ent)-

cassiaflavana-galocatequinab (14) 
SOBEH et al., 2017 

7,86 285,0412 285,0405 C15H10O6 2,4 
267, 217, 199, 175, 151, 133, 121, 

107 
luteolina (4) FABRE et al., 2001 

8,11 769,2309 769,2291 C45H38O12 2,3 529, 419, 289, 239, 109 
(ent)-cassiaflavana-(ent)-

cassiaflavana-catequinab (12) 
SOBEH et al., 2017 

8,31c 609,1837 − − − 285 −  

8,91c 351,0197 − − − 271, 256 −  

10,67c 365,0353 − − − 285, 270 −  
aErro relativo. bRepresenta diferentes formas estereoisoméricas (ex.: catequina, pode ser catequina ou epicatequina). cCompostos não identificados. 
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4.7 – Triagem química dos extratos das diferentes espécies de Senna e Cassia  

 

A fim de obter o perfil metabólico das diferentes espécies de Senna e Cassia, os 

extratos etanólicos das flores e folhas de 10 espécies diferentes foram submetidos à 

análise por espectrometria de massas sequencial (EM/EM), em alta resolução, nos modos 

positivo e negativo, como descrito no item 3.6.7.  

Tendo em vista que em estudos anteriores foi relatado que nas flores de 

Senna spectabilis há elevada concentração de alcaloides (VIEGAS JÚNIOR et al., 2004, 

PIVATTO et al., 2005), a primeira análise realizada foi com relação a presença desses 

metabólitos nas flores e folhas das demais espécies de Senna e Cassia.  

A análise dos espectros de massas em alta resolução (Figuras 43−) permitiu 

observar que os extratos etanólicos de S. spectabilis (flores e folhas) apresentam vários 

íons com massas pares [M + H]+, o que pode indicar a presença de substâncias com 

número ímpar de nitrogênio (alcaloides). Foram observados os íons de m/z 298,2748, 

m/z 300,2899, m/z 314,2688, m/z 316,2853, m/z 326,3058, m/z 328,3213, m/z 340,2848, 

m/z 342,3006, 368,3158, m/z 472,3422 e m/z 502,3530 [M + H]+, calculados para 

C18H36NO2 (Δ 0,7), C18H37NO2 (Δ ), C18H35NO3 (Δ −), C18H37NO3 (Δ 2,2), 

C20H40NO2 (Δ 1,2), C20H41NO2 (Δ 0,9), C20H37NO3 (Δ 0,6), C20H40NO3 (Δ 0,9), 

C22H42NO3 (Δ 0,3), C29H45NO4 (Δ 0,2) e C30H47NO5 (Δ 0,6) respectivamente, que foram 

identificados como sendo os alcaloides piperidínicos cassina, carnavalina, 

7- hidroxicassina, prosopina, espectalina, 11’-hidroxiespectalina, 3-O-acetil-cassina, 

7- hidroxi-espectalina, 3-O-acetil-espectalina, p-coumaroilespectalina e 

feruloilespectalina (Tabela 11) (PIVATTO et al., 2005; VIEGAS JÚNIOR et al., 2004).  

Diferentemente do observado nas análises por CCD, onde apenas os extratos e 

frações de S. spectabilis testaram positivo para a presença de alcaloides, a análise dos EM 

em alta resolução assim como dos EM/EM sugere que alguns destes compostos, também 

estão presentes em outras espécies de Senna e Cassia. Como no caso da cassina, 

prosopina, espectalina e 3-O-acetil-cassina (Tabela 11). Os alcaloides, carnavalina, 

7- hidroxicassina, 11’-hidroxiespectalina, 7-hidroxi-espectalina, 3-O-acetil-espectalina, 

p-coumaroilespectalina e feruloilespectalina foram identificados somente em 

S.  spectabilis. A não observação dos alcaloides em outras espécies nas análises por CCD, 

pode estar relacionado ao fato de estarem presente em baixas concentrações quando 

comparado a S. spectabilis. 
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Além dos alcaloides piperidínicos, um alcaloide aromático, contendo um 

esqueleto tricíclico, cassiarina A, foi identificado (m/z 214,0825 [M + H]+) nas flores e 

folhas de S. siamea e nas flores de S. silvestris. Este alcaloide foi isolado anteriormente 

das folhas de S. siamea (MORITA et al., 2007) e, está sendo relatado pela primeira vez 

neste estudo em S. silvestris. 

A análise dos extratos etanólicos também permitiu realizar a identificação 

estrutural de alguns compostos nas diferentes espécies (Tabelas 10 e 11). A identificação 

foi realizada através da busca da fórmula molecular, obtida nos experimentos em alta 

resolução, em bases de dados de produtos naturais (MASS BANK, 2006; METLIN, 2018) 

e, através da comparação dos fragmentos obtidos nas análises por espectrometria de 

massas sequencial, com aqueles descritos na literatura.  

Foram identificados um total de 48 compostos (Tabelas 10 e 11), incluindo onze 

alcaloides piperidínicos, um alcaloide aromático pertencente a classe das cassiarinas, 

vinte e dois flavonoides, sendo oito agliconas e quatorze glicosilados, quatro 

antraquinonas, duas cromonas, um fenólico glicosilado, uma dihidroisocumarina, quatro 

ácidos fenólicos, uma proantocianidina dimérica e um sennosídeo.  
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Figura 43 – EM-IES em alta resolução dos extratos etanólicos das flores e folhas de C. fistula. 

  

  
Fonte: autora.  

 

EM-IES-(+) C. fistula (flores)  EM-IES-(−) C. fistula (flores)  

EM-IES-(+) C. fistula (folhas)  EM-IES-(−) C. fistula (folhas)  
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Figura 44 – EM-IES em alta resolução dos extratos etanólicos das flores e folhas de S. macranthera. 

  

  
Fonte: autora. 

 

EM-IES-(+) S. macranthera (flores)  EM-IES-(−) S. macranthera (flores) 

EM-IES-(+) S. macranthera (folhas)  EM-IES-(−) S. macranthera (folhas)  
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Figura 45 – EM-IES em alta resolução dos extratos etanólicos das flores e folhas de C. bakeriana. 

  

  
Fonte: autora. 

 

EM-IES-(+) C. bakeriana (flores)  EM-IES-(−) C. bakeriana (flores)  

EM-IES-(+) C. bakeriana (folhas)  EM-IES-(−) C. bakeriana (folhas)  
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Figura 46 – EM-IES em alta resolução dos extratos etanólicos das folhas de S. occidentalis. 

  
Fonte: autora. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EM-IES-(+) S. occidentalis (folhas)  EM-IES-(−) S. occidentalis (folhas)  
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Figura 47 – EM-IES em alta resolução dos extratos etanólicos das folhas de S. siamea. 

  

  

Fonte: autora. 

EM-IES-(+) S. siamea (flores)  

EM-IES-(+) S. siamea (folhas)  

EM-IES-(−) S. siamea (flores)  

EM-IES-(−) S. siamea (folhas)  
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Figura 48 – EM-IES em alta resolução dos extratos etanólicos das folhas de S. obtusifolia. 

  

  

Fonte: autora. 

EM-IES-(+) S. obtusifolia (flores)  

EM-IES-(+) S. obtusifolia (folhas)  

EM-IES-(−) S. obtusifolia (flores)  

EM-IES-(−) S. obtusifolia (folhas)  
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Figura 49 – EM-IES em alta resolução dos extratos etanólicos das flores e folhas de S. spectabilis. 

  

  
Fonte: autora. 

 

EM-IES-(+) S. spectabilis (folhas)  

EM-IES-(−) S. spectabilis (flores)  

EM-IES-(−) S. spectabilis (folhas) 

EM-IES-(+) S. spectabilis (flores)  
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Figura 50 – EM-IES em alta resolução dos extratos etanólicos das flores e folhas de S. silvestris. 

 

 

  
Fonte: autora. 

 

EM-IES-(+) S. silvestris (flores)  

EM-IES-(+) S. silvestris (folhas)  

EM-IES-(−) S. silvestris (flores)  

EM-IES-(−) S. silvestris (folhas)  

EM-IES-(+) S. silvestris (flores)  
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Figura 51 – EM-IES em alta resolução dos extratos etanólicos das flores e folhas de S. pendula. 

  

  
Fonte: autora.  

 

EM-IES-(+) S. pendula (flores)  EM-IES-(−) S. pendula (flores)  

EM-IES-(+) S. pendula (folhas)  EM-IES-(−) S. pendula (folhas)  



118 

Figura 52 – EM-IES em alta resolução dos extratos etanólicos das flores e folhas de S. alata. 

  

  
Fonte: autora.

EM-IES-(+) S. alata (flores)  EM-IES-(−) S. alata (flores)  

EM-IES-(+) S. alata (folhas)  EM-IES-(−) S. alata (folhas)  
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Tabela 10 – Proposta da composição dos extratos etanólicos, no modo negativo, das diferentes espécies de Senna e Cassia. 

[M − H]− 
Fórmula 

molecular 

Δc 

(ppm) 
Fragmentos EM/EM 

Compostos 

identificados 
Espécie Referência 

191,0199 C6H8O7 1,0 173, 146, 134, 111 ácido cítrico 1a, 3a, 5a, 5b, 8ª, 8b 

MASS BANK, 2006;  LAY-KEOW, 

LAFONTAINE, VANIER, 2004, 

MASIKE et al., 2017 

191,0552 C7H12O6 −4,7 173, 127, 109 ácido quínico 2a, 2b, 3b 

MASS BANK, 2006; LAY-KEOW, 

LAFONTAINE, VANIER, 2004, 

MASIKE et al., 2017 

231,0652 C13H12O4 −4,8 213, 189,147 cassiacromona  5a, 5b, 8a METLIN, 2018 

269,0450 C15H10O5 − 241, 225, 197 emodina 

2b, 3ª, 5ª, 5b, 6ª, 6b, 

8ª, 8b, 9ª, 9b, 10ª, 

10b 

YE et al., 2007 

269,0411 C15H10O5 0,7 240, 211, 183 aloe-emodina 10ª,10b YE et al., 2007 

283,0251 C15H8O6 1,1 
239, 211, 183, 167, 

138, 118 
reína 1a, 3ª, 3b, 10ª, 10b WANG, FENG, 2009 

285,0405 C15H10O6 0 
268, 243, 217, 199, 

175, 151, 133,107 
luteolina 

1a, 2a, 2b, 4b, 5ª, 5b, 

6ª, 6b, 7a, 7b 8ª, 8b, 

9ª, 9b, 10ª, 10b 

METLIN, 2018; RIJKE et al., 2006 

285,0405 C15H10O6 −0,3 239, 187, 143, 107 kaempferol 
1b, 3ª, 3b, 6b, 10ª, 

10b 

MASS BANK, 2006; CHEN et al., 

2015  

289,0714 C15H14O6 − 
245, 179, 151, 137, 

123, 109  
catequinad 1b, 2ª, 3ª, 3b 

OLIVEIRA et al., 2018; JIN et al., 

2007; SOBEH et al., 2018 

299,0771 C13H16O8 −0,3 137 

ácido p-

hidroxibenzoico-O-

glucosídeo 

1a, 2ª  
MASS BANK, 2006, VIACAVA et al., 

2017 

299,0559 C16H12O6 − 284, 256, 227, 151, 107 crisoeriol  1ª, 4b, 5b, 8ª, 8b, 9a MASS BANK, 2006 

301,0354 C15H10O7 0 179, 151, 121, 107 quercetina 
2b, 3a, 3b, 9ª, 10ª, 

10b 
METLIN, 2018, FARAG et al., 2015 

301,0354 C15H10O7 −3,6 191, 151, 150, 149 tricetina 5ª, 6ª, 9a MASS BANK, 2006 
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Tabela 10 – Continuação.      

[M − H]− 
Fórmula 

molecular 

Δc 

(ppm) 
Fragmentos EM/EM 

Compostos 

identificados 
Espécie Referência 

305,0660 C15H14O7 −2,3 261, 219, 209, 167, 125 galocatequinad 2ª, 10ª  LIN et al., 2014 

353,0869 C16H18O9 − 191, 179, 173, 135 ácido cafeoilquínico 2ª, 2b MASS BANK, 2006 

431,0983 C21H20O10 0,2 341, 311, 283, 161, 117 
apigenina-6-C-

glucosídeo (isovitexina) 
4b METLIN, 2018; MASS BANK, 2006 

431,0980 C21H20O10 − 
285, 284, 269, 255, 

227, 180, 152 

kaempferol-3-O-

ramnosídeo (afzelina) 
1b,3ª, 3b, 6a 

MASS BANK, 2006; 

WOJTANOWSKI, MROCZEK, 2018 

431,0984 C21H20O10  269 genistina 7b MASS BANK, 2006 

447,0943 C21H20O11  285, 284, 255, 151 
kaempferol-3-O-

glucosídeo 

1ª, 1b, 3a, 3b, 10ª, 

10b 
METLIN, 2018; YANG et al., 2014 

447,0921 C21H20O11 − 285, 284 
luteolina-7-O-

glucosídeo 
5b, 6b GONZALES et al., 2014 

461,0729 C21H18O12  285, 229, 113 
kaempferol-3-

glucuronídeo 
6b MASS BANK, 2006 

461,1081 C22H22O11 − 371, 341, 298 
crisoeriol-8-C-

glucosídeo (scoparina) 
4b 

MASS BANK, 2006; BRITO et al., 

2014 

461,1080 C22H22O11 − 446, 299, 298, 283, 255  
crisoeriol-7-O-

glucosídeo 
5ª, 5b MASS BANK, 2006 

477,0685 C21H18O13  301, 179, 151 
quercetina-3-O-

glucoronídeo 
6ª, 6b MASS BANK, 2006; QU et al., 2001 

477,1047 C22H22O12  314, 299, 271 
isoramnetina-3-O-

glucosídeo 
9a, 9b CHEN et al., 2015 

479,0822 C21H20O13 −1,9 316, 317, 287, 271, 179 
miricetina-3-O-

glucosídeo 
2a METLIN, 2018; YANG et al., 2014 

545,1435 C30H26O10 − 

405, 305, 289, 255, 

219, 205, 179, 165, 

137, 125, 109 

guibourtinidol-

catequinad 
2a KLIKA et al., 2015 
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Tabela 10 – Continuação.      

[M − H]− 
Fórmula 

molecular 

Δc 

(ppm) 
Fragmentos EM/EM 

Compostos 

identificados 
Espécie Referência 

593,1497 C27H30O15 − 447, 429, 284, 255 
kaempferol-3-O-

neohesperidosideo 
2b CHEN et al., 2015, LI et al., 2016 

593,1504 C27H30O15 − 285, 284, 255 
kaempferol-3-O-

rutinosideo 
1ª, 1b, 2b, 9b 

MASS BANK, 2006; CHEN et al., 

2015 

593,1482 C27H30O15 − 575, 473, 383, 353 
apigenina-6,8-di-C-β-D-

glicopiranasídeo 
2a, 4b PICCINELLI, et al., 2008 

607,1657 C28H32O15 − 299, 284 
crisoeriol-7-O- 

neohesperidosideo 
4b BRITO et al., 2014 

609,1585 C27H30O16 3,9 561, 343, 284 
kaempferol-3-O-

gentiobiosideo 
1a, 10b 

YANG et al., 2014; VARGHESE, 

BOSE, HABTEMARIAM, 2013 

861,1870 C42H38O20 −1,6 
699, 655, 537, 386, 

268, 224 
sennosídeo A  1ª, 1b, 3ª, 10ª, 10b

 YE et al., 2007 

1 = C. fistula; 2 = S. macranthera; 3 = C. bakeriana; 4 = S. occidentalis; 5 = S. siamea; 6 = S. obtusifolia; 7 = S. spectabilis; 8 = S. silvestris; 9 = S. pendula; 

10  = S. alata.  
aExtrato etanólico das flores; bExtrato etanólico das folhas; cErro relativo; dRepresenta diferentes formas estereoisoméricas (ex.: catequina, pode ser catequina ou 

epicatequina). 
Fonte: autora. 
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Tabela 11 – Proposta da composição dos extratos etanólicos, no modo positivo, das diferentes espécies de Senna e Cassia. 

[M + H]+ 
Fórmula 

molecular 

Δc 

(ppm) 
Fragmentos EM/EM 

Compostos 

identificados 
Espécie Referência 

195,0652 C10H10O4 0 177, 167, 149 6-hidroximeleina 5a, 8a, 8b,  METLIN, 2018 

214,0865 C13H11NO2 0,9 199, 131, 103 cassiarina A 5ª, 5b, 8ª  OSHIMI et al., 2008 

215,0704 C13H10O3 0,5 187, 149, 131, 103 anhydrobarakol 5b, 8ª   

233,0809 C13H12O4 −0,4 215, 191 cassiacromona 5a, 5b, 8a, 8b, 10ª  METLIN, 2018 

285,0758 C16H12O5 0,3 270, 242 fisciona  4b, 5a, 5b, 6b, 8a, 8b YE et al, 2007 

285,0397 C15H8O6 1,0 267, 241 reína  1ª, 3ª, 3b, 10ª, 10b CUNHA et atl., 2017 

287,0552 C15H10O6 0,7 153 luteolina 
2ª, 2b, 4b, 5a, 5b, 6ª, 6b, 8a, 8b, 

9ª, 9b, 10ª, 10b 
METLIN, 2018 

287,0553 C15H10O6 1,0 
259, 258, 241, 213, 185, 

165, 153, 121 
kaempferol 3ª, 3b, 10ª, 10b 

MASS BANK, 2006; 

WANG et al., 2008 

291,0865 C15H14O6 0,7 207,165, 139, 123 catequinad 1b, 3ª, 3b 
MASS BANK, 2006; 

OLIVEIRA et al., 2018 

298,2748 C18H36NO2 0,7  cassina 
1ª, 2ª, 3ª, 3b, 5ª, 5b, 6a, 7a, 7b, 

8ª, 9ª, 9b 
PIVATTO et al., 2005 

300,2899 C18H37NO2 0,7   carnavalina 7a, 7b PIVATTO et al., 2005 

314,2688 C18H35NO3 −0,6    7-hidroxicassina 7a, 7b 
PIVATTO et al., 2005; 

VIEGAS Jr. et al., 2013 

316,2853 C18H37NO3 2,2 
298, 280, 262, 225, 209, 

109 
prosopina  

1ª, 1b, 2ª, 2b, 3ª, 3b, 4b, 5ª, 5b, 

6ª, 6b, 7a, 7b, 8a, 8b, 9ª, 10a 
PIVATTO et al., 2005 
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Tabela 11 – Continuação.      

[M + H]+ 
Fórmula 

molecular 

Δc 

(ppm) 
Fragmentos EM/EM 

Compostos 

identificados 
Espécie Referência 

326,3058 C20H40NO2 1,2  espectalina 1ª, 2ª, 3ª, 5ª, 6ª, 7a, 7b, 8a, 9a PIVATTO et al., 2005 

328,3213 C20H41NO2 0,9     11'-hidroxiespectalina 7a, 7b PIVATTO et al., 2005 

340,2848 C20H37NO3 0,6  3-O-acetil-cassina 5b, 7a, 7b PIVATTO et al., 2005 

342,3006 C20H40NO3 0,9 324, 306 7-hidroxi-espectalina 7a, 7b PIVATTO et al., 2005 

368,3158 C22H42NO3 − 308 3-O-acetil-espectalina 7a, 7b VIEGAS Jr. et al., 2004 

397,1495 C19H24O9  235, 217 
aloesol-7-O-

glucosídeo 
5ª, 5b, 8ª, 8b WISHART et al., 2018 

472,3422 C29H45NO4  326, 308, 147 p-coumaroilespectalina 7b PIVATTO et al., 2005 

502,3530 C30H47NO5  326, 308, 177, 145 feruloilespectalina 7a, 7b PIVATTO et al., 2005 

1 = C. fistula; 2 = S. macranthera; 3 = C. bakeriana; 4 = S. occidentalis; 5 = S. siamea; 6 = S. obtusifolia; 7 = S. spectabilis; 8 = S. silvestris; 9 = S. pendula; 

10  = S. alata.  
aExtrato etanólico das flores; bExtrato etanólico das folhas; cErro relativo; dRepresenta diferentes formas estereoisoméricas (ex.: catequina, pode ser catequina ou 

epicatequina). 

Fonte: autora. 
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4.8 – Análises quimiométricas 

 

Embora a inspeção visual dos espectros de massas, permitiu reconhecer diferenças 

e semelhanças entre as espécies de Senna e Cassia, as ferramentas quimiométricas, 

análise por componentes principais (PCA) e análise hierárquica de agrupamentos (HCA), 

foram aplicadas com o intuito de extrair as informações mais relevantes a partir da grande 

quantidade de dados gerados. As análises foram utilizadas como métodos de visualização, 

para observar características de agrupamento não supervisionado. 

Os extratos etanólicos de C. fistula (flores e folhas), S. macranthera (flores e 

folhas), C. bakeriana (flores e folhas), S. occidentalis (folhas), S. siamea (flores e folhas), 

S. obtusifolia (flores e folhas), S. spectabilis (flores e folhas), S. silvestris (flores e folhas), 

S. pendula (flores e folhas) e S. alata (flores e folhas) foram submetidos a análise por 

espectrometria de massas (EM-IES) com injeção direta, nos modos positivo e negativo, e 

os dados obtidos foram submetidos a análise de componentes principais.  

As PCAs foram construídas usando como pré-processamento o mean center e, 

para as HCAs foram utilizadas a distância euclidiana, o mean center como pré-

processamento e o Ward’s Method como método de ligação. 

 

4.8.1 – Análises dos extratos etanólicos das flores no modo positivo 

 

Na construção do modelo PCA a partir do extrato das flores, modo positivo, os 

dados da amostra 1 da espécie C. fistula, e das amostras 13 e 14 de C. bakeriana, foram 

retirados por apresentarem elevado distanciamento do modelo, assim como dos vetores 

PC.  

O modelo PCA para as flores, modo positivo, com 64,50% de variância explicada, 

foi construído utilizando 4 PC’s (PC1 24,24%, PC2 16,96%, PC3 13,41% e PC4 9,88%) 

e permitiu diferenciar em maior grau as espécies C. fistula, S. macranthera e 

S.  spectabilis, que aparecem posicionadas nos extremos do gráfico de score Plot (PC1 

vs PC3 vs PC4) (Figura 53 A).  

No score plot (PC1 vs PC3) (Figura 53 B) foi possível observar que a PC1 separa 

C. fistula, S. macranthera, C. bakeriana e S. pendula (scores positivos) de S. siamea, 

S.  obtusifolia, S. silvestris, S. alata e S. spectabilis (scores negativos), estando 

S.  spectabilis mais separada das demais espécies, posicionada no extremo esquerdo do 

gráfico (score positivo da PC3). Também é possível observar que as espécies S. siamea 
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e S. silvestris se assemelham e que, as amostras de S. alata, apresentam grande 

similaridade entre si e se diferenciam, em menor grau, das espécies C. bakeriana, 

S.  obtusifolia e S. pendula, as quais apresentaram uma maior dispersão ao longo da PC1.  

 

Figura 53 – Gráficos de Score Plot (PC1 vs PC3 vs PC4) (A) e (PC1 vs PC3) (B) dos 

extratos etanólicos das flores no modo positivo.  

 

 

Fonte: autora. 

 

 

(A) 

(B) 
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Os loadings plot correspondentes foram utilizados para tentar identificar as 

diferenças na composição metabólica, que são responsáveis pela separação entre os 

grupos. Neste caso, foram utilizados valores de loading versus razão massa/carga (m/z) 

(Tabela 12). Portanto, as variáveis (m/z) mais importantes, são aquelas com uma maior 

contribuição para a separação dos grupos no score plot e na construção de cada 

componente principal em questão.  

Analisando os íons responsáveis pela separação observada ao longo das PCs 

(Tabela 12), foi possível observar que o sinal de m/z 340,2 que aparece nos scores 

negativo e positivo da PC1 e PC3, respectivamente, está presente somente nos espectros 

de massas em alta resolução dos extratos etanólicos das flores S. spectabilis e foi 

identificado como sendo o alcaloide 3-O-acetil-cassina m/z 340,2846 [M + H]+ 

(PIVATTO et al., 2005). Outro sinal que aparece como sendo um dos responsáveis pela 

separação observada ao longo da PC1 é íon de m/z 314 (score negativo) que foi 

identificado nas flores de S. spectabilis m/z 314,2688 [M + H]+ como sendo o alcaloide 

7-hidroxicassina. O íon de m/z 314 também aparece nos espectros de massas em alta 

resolução das espécies S. siamea e S. silvestris m/z 314,1377 [M + H]+, e pode ser 

referente ao alcaloide cassiarina B 314,1387 [M + H]+, que já foi isolado em estudos 

anteriores das folhas de S. siamea (MORITA et al., 2007). No entanto por aparecer com 

baixa abundância nos espectros de massas em alta resolução, este íon não foi 

fragmentado, não sendo possível desta forma confirmar a identificação estrutural. O sinal 

de m/z 215,07 também presente somente em S. siamea e S. silvestris foi identificado como 

sendo a cromona anidrobarakol 215,0703 [M + H]+ o que justifica a proximidade destas 

espécies nos gráficos de PCA. Este composto é formado a partir do barakol, o principal 

constituinte ativo presente nas flores e folhas de S. siamea (KAMAGATÉ et al., 2014), 

que, por ser instável é convertido a anidrobarakol pela perda de uma molécula de água 

(TEANGPOOK et al., 2012) 
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Tabela 12 – Variáveis (m/z) com maior contribuição para a separação dos grupos, no 

score plot e na construção de cada componente principal, das flores no modo positivo. 

m/z Identificação Fórmula estrutural 
Utilizada 

por* 

180,08 − − PC4 

195,06 6-hidroximeleina 

 

PC1 e 

PC3 

215,07 anidrobarakol 

 

PC3 

219,02 − 
− PC3 e 

PC4 

224,10 − − PC1 

242,11 − − PC2 

314,00 

7-hidroxicassina 

 
PC1 

cassiarina B 

 

340,20 
3-O-acetil-

cassina 

 

PC3 

397,15 − − PC3 

398,30 − − PC1 

*Componente Principal onde o composto possui maior contribuição para a separação das 

amostras; − Não foram identificados. 

Fonte: autora. 

 

A ferramenta HCA também foi utilizada como método exploratório para a 

visualização dos dados. Nesta análise, a distância euclidiana entre as amostras foi 

calculada e aquelas com maior proximidade, são mais similares entre si. Como resultado 

o HCA plota um gráfico em forma de dendograma, onde o eixo y corresponde ao grau de 
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similaridade, que é mostrado em uma escala de 0,0 (nada de similaridade) a 100,0 

(espectros de massas idênticos).  

A HCA (Figura 54) apresenta o mesmo comportamento observado na PCA, com 

exceção da espécie C. fistula, que nesta análise possui elevada similaridade com amostras 

de C. bakeriana. As espécies S. siamea e S. silvestris estão próximas entre si 

apresentando, portanto, maior grau de similaridade e, juntamente com S. spectabilis 

possuem pouca similaridade com as demais espécies.  

 

Figura 54 – Dendograma gerado pela HCA dos extratos etanólicos das flores no modo 

positivo.  

 
Fonte: autora.  
 

4.8.2 – Análises dos extratos etanólicos das folhas no modo positivo 

 

A PCA para as folhas, modo positivo, com 75,34% de variância explicada, foi 

construída utilizando 5 PC’s (PC1 28,06%, PC2 18,20%, PC3 12,14%, PC4 8,90% e 

PC5 8,04%) e permitiu observar uma maior diferenciaçãos entre as espécies, com 

exceção de C. bakeriana, S. silvestris e S. alata que aparecem misturadas no gráfico 

(Figura 55 A). 

No score plot (PC2 vs PC3) (Figura 55 B) é observado ao longo da PC2 uma 

maior separação das amostras de S. spectabilis (score positivo) das demais espécies 

analisadas. Assim como a separação das amostras de S. macranthera, que aparecem 

posicionadas no extremo esquerdo (score negativo e positivo da PC2 e PC3, 

respectivamente) do gráfico de PCA (Figura 55 B). 



129 

Figura 55 – Gráficos de Score Plot (PC1 vs PC3 vs PC4) (A) e (PC1 vs PC3) (B) dos 

extratos etanólicos das folhas no modo positivo.  

 

 

 
Fonte: autora.  

 

Analisando os principais íons responsáveis pela separação ao longo das PCs 

(Tabela 13), foi possível observar que os sinais referentes aos alcaloides cassina 

(m/z  298,27), seu homólogo espectalina (m/z 326,30), 3-O-acetilcassina (m/z 340,28) e 

carnavalina (m/z 300,28), estão presentes com elevada abundância somente nas amostras 

de S. spectabilis e são os principais responsáveis pela separação desta, das demais 

espécies observada ao longo da PCA (Figura 55 A e 55 B).  

(A) 

(B) 
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O sinal de m/z 233,08, que aparece nos scores positivos da PC1, PC3 e PC4, foi 

identificado como sendo o composto cassiacromona [M + H]+ 233,0808, que está presente 

com elevada abundância nas amostras de S. siamea (210.816,76) e em menor abundância 

em S. silvestris (152.764,65).  

 

Tabela 13 – Variáveis (m/z) com maior contribuição para a separação dos grupos, no 

score plot e na construção de cada componente principal, das folhas no modo positivo. 

m/z Identificação Fórmula estrutural 
Utilizada 

por* 

181,12 − − PC1 

233,08 cassiacromona 

 

PC1  

298,27 cassina 

 

PC2 

300,28 carnavalina 

 

PC3  

326,30 espectalina 

 

PC2 

340,28 
3-O-acetil-

cassina 

 

PC2 

368,31 
3-O-acetil-

espectalina 

 

PC2 

381,07 − − PC1 

402,20 − − PC2 

621,30 − − PC3 

871,50 − − PC3 

*Componente Principal onde o composto possui maior contribuição para a separação das 

amostras; − Não foram identificados. 

Fonte: autora.  
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Na HCA (Figura 56) é possível notar o mesmo comportamento observado na 

PCA, onde as espécies S. macranthera, S. spectabilis e S. pendula, se mantêm mais 

distantes entre si e das demais espécies analisadas. O que sugere uma grande diferença 

entre os compostos destas espécies. Assim como observado nas flores, modo positivo, 

também é possível notar que as amostras das folhas de S. siamea e S. silvestris, estão mais 

próximas entre si, o que sugere a presença de compostos similares entre as duas espécies. 

Quanto as demais espécies analisadas, estas aparecem misturadas no gráfico de HCA com 

porcentagens de similaridade entre si acima de 60%.  

 

Figura 56 – Dendograma gerado pela HCA dos extratos etanólicos das folhas no modo 

positivo.  

 
Fonte: autora. 

 

4.8.3 – Análises dos extratos etanólicos das flores no modo negativo  

 

Na construção do modelo PCA a partir dos extratos das flores, modo negativo, 

os dados da amostra 1 da espécie de C. fistula foram retirados por apresentar elevado 

distanciamento do modelo, assim como dos vetores PC.  

Para as flores, modo negativo, o modelo PCA com 77,85% de variância 

explicada, foi construído com 4 PC´s (PC1 32,15%, PC2 21,11%, PC3 12,08%, PC4 

9,24%). No score Plot (PC1 vs PC2 vs PC4) (Figura 57 A) e (PC1 vs PC2) 

(Figura  57  B), é observado ao longo da PC1 a separação das espécies C. fistula, 

S. pendula e S. alata (scores positivos) das demais espécies; assim como a separação ao 

longo da PC2 da espécie S. obtusifolia, sendo esta a que mais se difere no conjunto de 
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dados, ocupando posições bem distintas das demais amostras do gráfico PCA (scores 

negativo da PC1 e positivo da PC2). As demais espécies apresentam elevada 

similaridade, aparecendo misturadas no gráfico (Figura 57 A).  

 

Figura 57 – Gráficos de Score Plot (PC1 vs PC2 vs PC4) (A) e (PC1 vs PC2) (B) dos 

extratos etanólicos das flores no modo negativo.  

 

 

 
Fonte: autora. 

 

(A) 

(B) 
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Analisando os principais íons responsáveis pela separação ao longo das PCs 

(Tabela 14) foi possível observar que o sinal em m/z 301,03 é um dos íons responsáveis 

pela separação das amostras observadas ao longo da PC1 e PC2 e foi identificado como 

sendo os flavonoides quercetina m/z 301,0354 [M − H]− presente em C. bakeriana, 

S. spectabilis, S. alata e S. pendula e tricetina m/z 301,0354 [M − H]− presente em 

S. siamea, S. obtusifolia e S. pendula  A maior separação de S. obtusifolia no conjunto 

de dados, está no fato de nesta espécie o íon de m/z 301 ser encontrado com elevada 

abundância (6379,22), quando comparado as demais, nas quais a abundância variou de 

1398,79 em S. pendula a 233,63, em S. macranthera. 

O sinal referente aos flavonoides luteolina e/ou kaempferol 

(m/z  285,0405  [M  − H]−) também aparece como uma das variáveis importantes para a 

separação (Tabela 14), sendo um dos responsáveis pela separação de S. pendula das 

demais espécies ao longo da PC1 (Figura 57 B). Estes flavonoides foram identificados 

nas flores de todas as espécies estudadas, estando em maior abundância em S. pendula 

(luteolina, 8208,50), seguido de S. silvestris (luteolina, 2874,91), S. macranthera 

(luteolina, 2612,70), S. siamea (luteolina,1735,30), S. obtusifolia (luteolina, 1460,29), 

S.  spectabilis (luteolina, 976,64), C. bakeriana (kaempferol, 858,32), C. fistula 

(luteolina, 518,26) e S. alata (luteolina e kaempferol, 459,26).  

O sinal de m/z 191,0 também aparece como um dos contribuintes e, foi atribuído 

aos ácidos fenólicos, ácido cítrico (m/z 191,0197 [M − H]−) e/ou ácido quínico 

(m/z 191,0561 [M − H]−), que foram identificados nas flores de C. fistula (ácido cítrico, 

388,22), C. bakeriana (ácido cítrico, 492,81), S. siamea (ácido cítrico, 7298,01), 

S. spectabilis (ácido cítrico, 512,13), S. silvestris, (ácido cítrico, 12773,53) e 

S. macranthera (ácido quínico, 9350,54). Nas espécies S. obtusifolia, S. pendula e 

S. alata estes ácidos estão ausentes, o que corrobora com a separação observada.  
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Tabela 14 – Variáveis (m/z) com maior contribuição para a separação dos grupos, no 

score plot e na construção de cada componente principal, das flores no modo negativo. 

m/z Identificação Fórmula estrutural Utilizada por* 

191,0 

ácido cítrico 

 PC1 

ácido quínico 

 

285,04 

luteolina 

 
PC1 e PC4 

kaempferol  

 

301,03 

quercetina 

 PC2 

tricetina 

 
341,1 − − PC1 

377,0 − − PC1 e PC2 

378,0 − − PC1 e PC4 

445,10 − − PC2 e PC4 

447,06 − − PC2 

483,07 − − PC2 

*Componente Principal onde o composto possui maior contribuição para a separação das 

amostras; −Não foram identificados. 

Fonte: autora. 

 

Na HCA construída para as flores no modo negativo (Figua 58) é possível 

confirmar o resultado observado na PCA, estando as espécies C. bakeriana, S. siamea, 
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S. silvestris e S. spectabilis mais próximas na HCA, formando o agrupamento com maior 

grau de similaridade. Em uma escala menor, S. macranthera se assemelha a estas, com 

porcentagem de similaridade superior a 60%, enquando S. obtusifolia se mantêm mais 

separada. Também é possível observar uma porcentagem de similaridade próxima a 60%, 

entre as espécies C. fistula e S. alata e em menor grau, a similaridade destas com 

S. pendula.  

 

Figura 58 – Dendograma gerado pela HCA dos extratos etanólicos das flores no modo 

negativo. 

 

Fonte: autora. 

 

4.8.4 – Análises dos extratos etanólicos das folhas no modo negativo 

 

Para as folhas, modo negativo, o modelo PCA com 60,94% de variância 

explicada foi construído com 4 PC’s (PC1 26,97%, PC2 16,02%, PC3 10,44% e PC4 

7,51%) e indicou uma maior diferenciação das espécies S. macranthera e S. spectabilis, 

que aparecem mais separadas das demais espécies, ocupando os extremos do gráfico de 

score Plot (PC1 vs PC2 vs PC3) (Figura 59 A) e (PC1 vs PC3) (Figura 59 B). Também 

foi observado, em menor proporção, a diferenciação da espécie C. bakeriana, a 

semelhança entre as espécies S. occidentalis, S. obtusifolia e S. pendula e, assim como 

observado para as flores, modo positivo, S. siamea e S. silvestris também apresentam 

semelhanças na composição de suas folhas, quando analisadas no modo negativo. 
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Figura 59 – Gráficos de Score Plot (PC1 vs PC3 vs PC5) (A) e (PC1 vs PC3) (B) dos 

extratos etanólicos das folhas no modo negativo.  

 

 
Fonte: autora.  
 

Entre os íons responsáveis pela separação observada ao longo das PCs 

(Tabela 15), o sinal em m/z 461,15, aparece como sendo um dos principais íons 

responsáveis dela separação ao longo da PC2 e, foi identificado como sendo os 

flavonoides kaempferol-3-glucoronídeo m/z 461,0725 [M − H]− presente em S. 

obtusifolia, e crisoeriol-7-O-glucosídeo e/ou crisoeriol-8-C-glucosídeo, ambos com m/z 

461,1089 [M − H]− presente nos espectros de massas em alta resolução dos extratos 

etanólicos das folhas de C. bakeriana, S. occidentalis, S. spectabilis e S. alata. Nas 

espécies C. fistula, S. macranthera, S. silvestris e S. pendula, este íon está ausente.  

(A) 

(B) 
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O sinal de m/z 431,1 também aparece como uma das variáveis importantes para 

a separação (Tabela 15) e, foi atribuído aos flavonoides apigenina-6-C-glucosídeo, 

kaempferol-3-O-ramnosídeo e/ou genistina (m/z 431,0984 [M − H]−) que foram 

identificados nas folhas de C. fistula (kaempferol-3-O-ramnosídeo), C. bakeriana 

(kaempferol-3-O-ramnosídeo), S. occidentalis (apigenina-6-C-glucosídeo) e 

S. spectabilis (genistina). Nas espécies S. macranthera, S. siamea, S. obtusifolia, 

S. silvestris e S. pendula, estes compostos estão ausentes.  

O sinal referente ao ácido cafeoilquínico (m/z 353,0878 [M − H]−) também 

aparece como uma das variáveis importantes para a separação (Tabela 15), sendo 

identificado somente nas folhas de S. macranthera, o que corrobora para a maior 

separação desta espécie ao longo da PC1.  

Outra variável importante para a separação observada ao longo da PC2, é o sinal 

de m/z 477,1 (Tabela 15). Este sinal, aparece nos espectros de massas em alta resolução 

(m/z 477,1481 [M − H]−) das espécies C. fistula, C. bakeriana, S. occidentalis, 

S. obtusifolia, S. spectabilis, S. pendula e S. alata. Em S. macranthera, S. siamea e 

S. silvestris este íon está ausente. No entanto, não foi possível identificá-lo, pois devido a 

baixa abundância o íon não foi fragmentado. Além do íon de m/z 477,1481, os sinais em 

m/z 477,0685 [M − H]− e m/z 477,1047 [M − H]− foram observados em S. obtusifolia e 

S. pendula, respectivamente e, foram identificados como sendo os flavonoides 

quercetina-3-O-glucoronídeo (m/z 477,0675 [M − H]−) e isoramnetina-3-O-glucosídeo 

(m/z 477,1038 [M − H]−).  
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Tabela 15 – Variáveis (m/z) com maior contribuição para a separação dos grupos, no 

score plot e na construção de cada componente principal, das folhas no modo negativo. 

m/z Identificação Fórmula estrutural 
Utilizada 

por* 

209,06 − − PC3 

341,1 − − PC3 

353,08 
ácido 

cafeoilquínico 

 

PC1 

431,1 

kaempferol-3-

O-ramnosideo 

 

PC1 
apigenina-6-C-

glucosideo 

 

genistina 

 
461,15 − − PC2 

477,1 

quercetina-3-O-

glucoronídeo 

 PC2 

isoramnetina-3-

O-glucosídeo 

 
747,14 − − PC3 

*Componente Principal onde o composto possui maior contribuição para a separação das amostras; − Não 

identificados.  

Fonte: autora. 
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Na HCA construída para as folhas no modo negativo (Figura 60) é possível 

confirmar o resultado observado na PCA, estando as espécies S. occidentalis e S. pendula 

mais próximas entre si, com porcentagem de similaridade acima de 80%. Também é 

possível observar uma porcentagem de similaridade elevada entre S. siamea e S. silvestris, 

e a grande diferença entre S. macranthera e as demais espécies.  

 

Figura 60 – Dendograma gerado pela HCA dos extratos etanólicos das folhas no modo 

negativo.  

 
Fonte: autora. 
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4.9 – Elucidação estrutural das substâncias isoladas das flores de Senna silvestris  

 

4.9.1 – Elucidação estrutural do composto I.  

 

 

 

O composto I (5,5 mg), isolado da fração hexano das flores de S. silvestris, foi 

obtido como um sólido alaranjado que apresentou fluorescência amarela quando 

observado em câmara com luz UV (365 nm) (Figura 61 A). Após aspersão com solução 

alcóolica de KOH 5% a placa apresentou um único sinal de coloração vermelha com 

Rf 0,84 (Figura 61 B), indicativo de um composto da classe das antraquinonas 

(WAGNER, BLADT, 2001). 

 

Figura 61 – CCD do composto I. Inspeção em câmara de UV 365 nm (A); revelação 

química com solução etanólica de KOH 5% como revelador (B).  

 

FM: CH2Cl2100% e FE: SiO2.  
Fonte: autora.  

 

Quando o composto I foi submetido à análise por espectrometria de massas em 

alta resolução, modo negativo, foi possível estabelecer a fórmula molecular, C15H10O4, 

com índice de deficiência de hidrogênio igual a onze. O sinal referente à molécula 

desprotonada foi observado em m/z 253,0505 [M – H]− , calculado para C15H9O4, 

253,0506 (Δ −0,4 ppm) (Figura 62). 

(A) (B) 

I I 

Rf 0,84 
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Figura 62 –EM-IES-(−) em alta resolução do composto I. 

 
Fonte: autora. 

 

O cromatograma de íons totais da análise por CG-EM (Figura 63), apresentou 

apenas um sinal com tR 13,8 min. A comparação do espectro de massas com aqueles da 

biblioteca do software NIST (8, 27 e 147) disponível no equipamento, sugeriu com 90% 

de similaridade que trata-se da antraquinona crisofanol (I). O EM-IE (Figura 64) 

apresentou o sinal do íon molecular ([M]+, 100%) em m/z 254, compatível com a fórmula 

molecular, C15H10O4. Também foram observados os íons fragmentos de m/z 239, 226, 

198, 197, 180, 169 e 152. A análise dos fragmentos permitiu observar que os sinais de 

m/z 226 e 198 apresentam diferenças de 28 u, a partir do sinal referente ao íon molecular 

m/z 254. A partir desta análise foi proposto que o anel B sofre duas contrações 

consecutivas com eliminação de duas moléculas de CO (Figura 65). Em seguida foram 

analisados os sinais de m/z 180 e 152, que correspondem a perdas de 18 e 28 u, e que 

foram atribuídas às eliminações de H2O e CO, respectivamente. Também foram 

observados os sinais de m/z 239 e 197, que foram correlacionados às eliminações de CH3 

(15 u) e H2CCO (42 u), a partir do íon molecular (Figura 65). 

 

 

 

 

 

 

 

 

[M – H]− 
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Figura 63 – Cromatograma obtido por CG-EM do composto I. 

Condições: Coluna SBP-5 (5% de fenil e 95% de polidimetilsiloxano, 

30 m × 0,25 mm × 0,25 μm), gradiente: 100–280 °C (13 °C/min, 21,0 min); C = 1,0 mg/mL, 

Vinj. = 1,0 μL, fluxo: 3,0 mL/min., gás de arraste: N2, e detector EM-IE. 

Fonte: autora. 

 

Figura 64 – Espectro de massas com ionização por elétrons (70 eV) do pico com 

tR 13,82 min. 

 

Fonte: autora. 
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Figura 65 – Proposta de fragmentação para o composto I por EM-IE. 

 

Fonte: autora.  

 

O espectro na região do infravermelho de I (Figura 66) apresentou bandas de 

absorção de grupos hidroxila envolvido em ligação de hidrogênio (ν 3057 cm−1), 

estiramento C-H alifático (ν 2926 cm−1), estiramento C-O (ν 1269 cm−1), deformação 

angular C=O (ν 1207 cm−1) e deformação angular C-H de aromático (ν 748 cm−1). 

Também foram observadas duas absorções em (ν 1630 e 1676 cm−1), que de acordo com 

a literatura estão relacionadas ao grupo carbonila envolvido e não envolvido em ligação 

de hidrogênio, respectivamente, de uma antraquinona (CHUMBALOV, 

CHANYSHEVA, MUZYCHKINA, 1967; TIWARI, SINGH, 1977). 
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Figura 66 – Espectro de absorção na região do IV do composto I. 

Fonte: autora. 

 

O espectro UV-visível do composto I (Figura 67) apresentou características 

similares àquelas das antraquinonas. Foram observadas três bandas em λmáx (log ε): 226 

(4,78), 256 (4,46) e 288 nm (4,22), que são características de transições eletrônicas 

π → π*. Também foi observada uma banda de média intensidade em λmáx 432 nm 

(log ε  = 4,19), atribuída a transições eletrônicas n → π* (DIAZ, 1990).  
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Figura 67 – Espectro de absorção na região do UV-Visível de I (CEtOH = 6,0 nM). 

Fonte: autora. 

 

O espectro de RMN de 1H de I (Figura 71; Tabela 16) apresentou, na região dos 

sinais referentes aos hidrogênios aromáticos, dois dupletos em δ 7,11 (1H, J = 1,0 Hz, 

H- 2) e 7,66 (1H, J = 1,0 Hz, H-4), característico de um sistema aromático 

1,2,3,5- tetrassubstituído. Também foram observados três duplos dupletos em δ 7,83 

(1H, J = 7,5; 1,1 Hz, H-5), 7,29 (1H, J = 8,0; 1,1 Hz, H-7) e 7,67 (1H, J = 8,0; 7,5 Hz,  

H-6), característico de outro sistema aromático 1,2,3-trissubstituído. A região de 

hidrogênios alifáticos apresentou um simpleto em δ 2,47 (3H, H-15), referente a uma 

metila ligada a carbono aromático. Também foram observados sinais característicos de 

hidrogênio de hidroxila que faz ligação intramolecular com a carbonila (quelatado) em δ 

12,02 (1H, C1- OH) e 12,13 (1H, C8-OH) (ANDRADE et al., 2015; PAVIA et al., 2010).  

No espectro de RMN de 13C (Figura 72; Tabela 16), foram observados 12 sinais 

na região de carbonos aromáticos em δ 162,6 (C-1), 124,7 (C-2), 149,5 (C-3), 121,5        

(C-4), 120,1 (C-5), 137,1 (C-6), 124,5 (C-7), 162,9 (C-8), 133,5 (C-11), 113,9 (C-12), 

116,0 (C-13) e 133,8 (C-14); além de dois sinais característicos de carbonila em δ 182,2 

(C-10) e 192,7 (C-9), que caracterizam o núcleo antraquinônico. A metila ligada ao C-3 

foi observada em δ 22,4 (C-15). Os sinais observados no espectro de DEPT 135 

(Figura 73) corroboram a proposta da antraquinona e juntamente com o mapa de contorno 
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HSQC (Figura 74), permitiu correlacionar os carbonos aos seus respectivos hidrogênios 

(Tabela  17). 

As principais correlações, observadas no mapa de contorno HMBC 

(Figuras  75−77), entre δH 7,11 (H-2) com δC 162,6 (C-1) (2JH→C), δC 121,5 (C-4) (3JH→C), 

δC 113,9 (C-12) (3JH→C) e δC 22,4 (C-15) (3JH→C); entre δH 2,47 (H-15) com δC 124,7 (C- 2) 

(3JH→C), δC 149,5 (C-3) (2JH→C) e δC 121,5 (C-4) (3JH→C) e entre δH 7,66 (H-4) com δC 

124,7 (C-2) (3JH→C), δC 182,2 (C-10) (3JH→C), δC 113,9 (C-12) (3JH→C), δC 133,5 (C-11) 

(2JH→C) e δC 22,4 (C-15) (3JH→C); permitiram confirmar o padrão de substituição do anel 

C. Assim como as correlações entre δH 7,83 (H-5) com δC 124,5 (C-7) (3JH→C), δC 182,2 

(C-10) (3JH→C) e δC 116,0 (C-13) (3JH→C); entre δH 7,67 (H-6) com δC 162,9 (C-8) (3JH→C) 

e δC 133,8 (C-14) (3JH→C) e entre δH 7,29 (H-7) com δC 120,1 (C-5) (3JH→C) e δC 162,9 

(C-8) (2JH→C), permitiram confirmar o padrão de substituição do anel A. Também foram 

observadas correlações entre o sinal em δH 12,02 (C1-OH) com δC 113,9 (C-12) (3JH→C) 

e entre δH 12,13 (C8-OH) com δC 116,0 (C-13) (3JH→C) (Figuras 68 e 75−77; Tabela 17).  

Os dados de RMN aliados aos dados de EM, IV e UV-Vis foram similares àqueles 

encontrados na literatura (ANDRADE et al., 2015; DIAZ, 1990; TIWARI, SINGH, 1977) 

e são consistentes com a estrutura da 1,8-dihidroxi-3-metilantraquinona (I), também 

conhecida como crisofanol ou ácido crisofânico. 
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Tabela 16 – Dados de RMN de 1H e 13C (400/100 MHz, CDCl3) do composto I em 

comparação com dados da literatura. 

 

Posição δH
a mult.b (J em Hz) δC

a δH
c mult.b (J em Hz) δC

c 

1 --- 162,6 --- 162,4 

2 7,11 d (J = 1,0 Hz) 124,7 7,10 d (J = 1,1 Hz) 124,5 

3 --- 149,5 --- 149,3 

4 7,66 d (J = 1,0 Hz) 121,5 7,67 d (J = 1,1 Hz, 1H) 121,4 

5 7,83 dd (J = 7,5; 1,1 Hz) 120,1 7,85 dd (J = 7,5; 1,4 Hz) 119,9 

6 7,67 dd (J = 8,0; 7,5 Hz) 137,1 7,70 t (J = 8,0 Hz) 136,9 

7 7,29 dd (J = 8,0; 1,1 Hz) 124,5 7,31 dd (J = 7,62; 1,4 Hz) 121,4 

8 --- 162,9 --- 162,7 

9 --- 192,7 --- 192,5 

10 --- 182,2 --- 182,0 

11 --- 133,5 --- 133,3 

12 --- 113,9 --- 113,7 

13 --- 116,0 --- 115,9 

14 --- 133,8 --- 133,6 

15 2,47 s 22,4 2,47 s 22,4 

1-OH 12,02 s --- 12,03 s --- 

8-OH 12,13 s --- 12,14 s --- 

aDeslocamentos químicos estabelecidos em relação ao padrão interno TMS (δTMS = 0,0 ppm). 
bMultiplicidade: d (dupleto), s (simpleto). cDados da literatura: Experimentos de RMN realizados 

a 400 e 100 MHz para 1H e 13C, respectivamente, utilizando CDCl3 como solvente (MESELHY, 

2003).  

Fonte: autora. 
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Tabela 17 – Correlações observadas nos mapas de contorno HSQC e HMBC para o 

composto I. 

Posição δC
a DEPT HSQC HMBC 

1 162,6 --- --- H-2 

2 124,7 CH 7,11 H-15, H-4 

3 149,5 --- --- H-15 

4 121,5 CH 7,66 H-15, H-2,  

5 120,1 CH 7,83 H-7 

6 137,1 CH 7,67 --- 

7 124,5 CH 7,29 H-5 

8 162,9 --- --- H-6, H-7  

9 192,7 --- --- --- 

10 182,2 --- --- H-4, H-5 

11 133,5 --- --- H-4, H-6 

12 113,9 --- --- H-2, H-4, H-5, 1-OH 

13 116,0 --- --- H-5, 8-OH 

14 133,8 --- --- H-6 

15 22,4 CH3 2,47 H-2, H-4 

aDeslocamentos químicos (δ em ppm) estabelecidos em relação ao padrão interno TMS  

(δTMS = 0,0 ppm).  

Fonte: autora. 

 

Figura 68 – Principais correlações (H−C) observadas no mapa de contorno HMBC de I. 

 
Fonte: autora. 

 

Para confirmar a estrutura proposta, do composto I, foi realizada a análise por 

espectrometria de massas sequencial no modo negativo. O EM-IES obtido da dissociação 

induzida por colisão do íon m/z 253 [M − H]− com N2, gerou como principal fragmento o 

íon em m/z 225 (Figura 69), que pode ser atribuído a uma eliminação neutra de CO (28  u) 
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a partir do íon molecular (Figura 70), que é consistente com os dados descritos na 

literatura para a estrutura do crisofanol (I) (WANG, FENG, 2009).  

 

Figura 69 – EM/EM-IES-(−) do composto I (m/z 253 [M – H]−  energia de colisão 

20  eV). 

 
Fonte: autora. 

 

Figura 70 – Proposta de fragmentação do composto I por EM-IES. 

 

Fonte: autora. 

 

−28 u 
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Figura 71– Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) do composto I. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 72 – Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) do composto I. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 73 – Espectro de DEPT 135 (100 MHz, CDCl3) do composto I. 

 
Fonte: autora. 



153 

Figura 74 – Mapa de contorno HSQC do composto I. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 75 – Mapa de contorno HMBC do composto I. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 76 – Ampliação mapa de contorno HMBC (δ 8,0–6,5).  

 
Fonte: autora. 
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Figura 77 – Ampliação mapa de contorno HMBC (δ 11,5 – 12,5).  

 
Fonte: autora. 
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4.9.2 – Elucidação estrutural do composto II.  

 

 

 

O composto II (4,2 mg), isolado da fração hexano das flores de S. silvestris, foi 

obtido como um sólido alaranjado que apresentou fluorescência amarela quando 

analisado por CCD e observado em câmara com luz UV (365 nm) (Figura 78 A). Também 

apresentou teste positivo após aspersão com solução de KOH 5% (Rf 0,79) (Figura 78 B) 

(WAGNER, BLADT, 2001). 

 

Figura 78 – CCD do composto II. Inspeção em câmara de UV 365 nm (A); revelação 

química com solução etanólica de KOH 5% como revelador (B).  

 

FM: CH2Cl2/MeOH (9:1) e FE:SiO2.  
Fonte: autora. 

 

A análise por espectrometria de massas em alta resolução no modo negativo, do 

composto II, permitiu estabelecer a fórmula molecular C16H12O5, com índice de 

deficiência de hidrogênio igual a onze. O pico referente molécula desprotonada foi 

observado em m/z 283,0625 [M − H− calculado para C16H11O5 283,0612 (Δ 4,6 ppm). 

(Figura 79). Foi possível observar que a massa molecular de II 283,0625, é 30 u maior 

que I 253,0506), sugerindo a presença de um grupo metoxila (−OCH3) adicional na 

estrutura.  

 

II II

 (A) (B) 

Rf 0,79 
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Figura 79 – EM-IES-(−) em alta resolução do composto II. 

 
Fonte: autora. 

 

O cromatograma de íons totais da análise por CG-EM (Figura 80) apresentou um 

sinal majoritário com tR 15,8 min. A comparação do espectro de massas com aqueles da 

biblioteca do software NIST (8, 27 e 147) disponível no equipamento, sugeriu com 85% 

de similaridade que trata-se da antraquinona fisciona (II). O EM-IE deste pico (Figura 81) 

apresentou o sinal do íon molecular ([M]+, 100%) em m/z 284, compatível com a fórmula 

molecular, C16H12O5. Também foram observados os íons fragmentos de m/z 254, 255, 

256, 241, 227, 226, 213, 198, 185 e 167.  

Os sinais de m/z 256 e 255 apresentam diferenças de 28 e 29 u a partir do sinal 

referente ao íon molecular m/z 284 (Figura 82). A partir desta análise foi proposto que 

uma contração do anel B com eliminação de CO, gera o fragmento de m/z 256, e a 

eliminação de COH a partir do anel A, gera o fragmento de m/z 255. Em seguida foram 

analisados os sinais de m/z 241 e 227, que correspondem a perdas de 14 e 28 u, e que 

foram atribuídas às eliminações de CH2 e CO, a partir do íon de m/z 255. A partir da 

análise dos sinais de m/z 213 e m/z 185, que apresentam diferenças de 28 e 56 u, a partir 

do sinal de m/z 241, foi proposto que o anel B sofre duas contrações consecutivas com 

eliminação de duas moléculas de CO. O sinal de m/z 167 foi correlacionado à eliminação 

de H2O (18 u), a partir do íon de m/z 185. Também foram observados os sinais 

de  m/z  254, 226 e 198, que foram correlacionados às eliminações de CH2O (30 u), 

seguida de duas eliminações consecutivas de CO (28 u), a partir do íon molecular 

(Figura  82).  

[M – H]− 
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Figura 80 – Cromatograma obtido por CG-EM do composto II. 

 
Condições: Coluna SBP-5 (5% de fenil e 95% de polidimetilsiloxano, 

30 m × 0,25 mm × 0,25 μm), gradiente: 100–280 °C (13 °C/min., 21,0 min.); C = 1,0 mg/mL, 

Vinj. = 1,0 μL, fluxo: 3,0 mL/min., gás de arraste: N2, e detector EM-IE. 

Fonte: autora. 

 

Figura 81 – Espectro de massas com ionização por elétrons (70 eV) do pico com 

tR 15,82  min.  

 

Fonte: autora. 
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Figura 82 – Proposta de fragmentação do composto II por EM-IE.  

 

 

Fonte: autora. 

 

Nos espectros nas regiões do IV e Uv-Vis do composto II foram observados 

perfis similares àqueles do composto I. No IV (Figura 83) Foram observadas bandas em 

ν 1676 cm−1 (estiramento C=O livre), ν 1614 (estiramento C=O envolvido em ligação de 

hidrogênio), 1475 cm−1 (estiramento C=C de anéis aromáticos), ν 1269 cm−1 (estiramento 

C-O) e ν 754 cm−1 (deformação angular C-H de aromático) (CHUMBALOV, 

CHANYSHEVA, MUZYCHKINA, 1967; TIWARI, SINGH, 1977). 
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Figura 83 – Espectro de absorção na região do IV do composto II. 

 
Fonte: autora. 

 

No espectro na região do UV-Vis (Figura 84), foram observadas três bandas em 

λmáx (log ε): 224 (4,46), 266 (4,05) e 284 nm (4,03), que são características de transições 

eletrônicas π → π* (DIAZ, 1990; MARKOVIĆ, MANOJLOVIĆ, ZLATANOVIĆ, 2008; 

TIWARI, SINGH, 1977). A banda na região do visível com máximo de absorção em 

436  nm (log ε = 3,81) apresentou um deslocamento batocrômico quando comparada com 

a banda equivalente no composto I (432 nm). Esse deslocamento está associado à 

presença do grupo metoxila (−OCH3), adicional na estrutura do composto II 

(PETERS, SUMNER, 1953). A presença de substituinte doador de elétrons por 

ressonância ligado ao núcleo antraquinônico auxilia a conjugação com a carbonila, 

consequentemente diminui a energia necessária para esse tipo de absorção (Figura 85).  
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Figura 84 – Espectro de absorção na região do UV-Visível de II (CEtOH = 6,0 nM). 

 
Fonte: autora. 

 

Figura 85 – Contribuição de grupos doadores de elétrons no deslocamento da banda no 

visível de antraquinonas.  

 

Fonte: autora. 

 

O espectro de RMN de 1H de II (Figura 88; Tabela 18) apresentou características 

similares às do composto I. Adicionalmente, foi observado um simpleto em δ 3,97 

(3H, H-16) característico de grupo metoxila. Na região dos sinais referentes aos 

hidrogênios aromáticos característicos do anel A, foram observados dois dupletos em δ 

6,69 (1H, J = 2,6 Hz, H-2) e δ 7,37 (1H, J = 2,6 Hz, H-4) que caracterizam um sistema 

aromático 1,2,3,5 tetrassubstituído (MESELHY, 2003; PAVIA et al., 2010).  

A análise do espectro de RMN de 13C (Figura 89; Tabela 18), permitiu observar a 

presença de um sinal adicional em δ 56,2 (C-15), que foi correlacionado a metoxila. 
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Também foi observado que o sinal referente ao C-3 no composto II (δ 166,7), está em 

uma região de maior desproteção quando comparado com o sinal equivalente no 

composto I (δ 137,1), o que indica a presença do grupo –OCH3. Os sinais observados no 

espectro de DEPT 135 (Figura 90) corroboram com a proposta da antraquinona e 

juntamente com o mapa de contorno HSQC (Figuras 91 e 92), permitiu correlacionar os 

carbonos aos seus respectivos hidrogênios (Tabela 19). 

No mapa de contorno HMBC (Figuras 93 e 94) foi possível observar a correlação 

entre o sinal em δH 3,97 (3H, H-15) com δC 166,7 (C-3) (3JH→C), que confirma a posição 

da metoxila no carbono C-3. Correlações adicionais estão compiladas na Figura 86 e 

Tabela 19. 

Os dados de RMN (Tabelas 18 e 19; Figuras 88−4), aliados aos dados de EM, 

IV, UV-Vis e CG-EM, foram similares àqueles encontrados na literatura 

(CHUMBALOV, CHANYSHEVA, MUZYCHKINA, 1967; DIAZ, 1990; 

JIN et al., 2007; MARKOVIĆ, MANOJLOVIĆ, ZLATANOVIĆ, 2008; MESELHY, 

2003; TIWARI, SINGH, 1977; WANG, FENG, 2009) e são consistentes com a estrutura 

da 1,8- diidroxi-6-metil-3-metoxiantraquinona (II), também conhecida como fisciona. 
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Tabela 18 – Dados de RMN de 1H e 13C (400/100 MHz, CDCl3) do composto II em 

comparação com dados da literatura. 

 

 

 

Posição δH
a mult.b (J em Hz) δC

a 
δH

c mult.b (J em 

Hz) 
δC

c 

1 --- 165,3 --- 165,2 

2 6,69 d (J = 2,6 Hz) 106,9 6,69 d (J = 2,6 Hz) 106,8 

3 --- 166,7 --- 166,6 

4 7,37 d (J = 2,6 Hz) 108,4 7,36 d (J = 2,6 Hz) 108,4 

5 7,63 d (J = 1,0 Hz) 121,4 7,62 sl 121,3 

6 --- 148,7 --- 148,5 

7 7,08 d (J = 1,0 Hz) 124,7 7,08 sl 124,5 

8 --- 162,5 --- 162,5 

9 --- 190,9 --- 190,8 

10 --- 182,2 --- 182,0 

11 --- 133,4 --- 133,3 

12 --- 113,8 --- 113,7 

13 --- 110,4 --- 113,7 

14 --- 135,4 --- 135,3 

15 3,97 s 56,2 3,50 56,1 

16 2,45 s 22,3 2,45 s 22,2 

1-OH 12,31 s --- 12,31 s --- 

8-OH 12,12 s --- 12,10 s --- 

aDeslocamentos químicos estabelecidos em relação ao padrão interno TMS (δTMS = 0,0 ppm). 
bMultiplicidade: d (dupleto), s (simpleto), sl (simpleto largo). cDados da literatura: Experimentos 

de RMN realizados a 400 e 100 MHz para 1H e 13C, respectivamente, utilizando CDCl3 como 

solvente (MESELHY, 2003). 

Fonte: autora 
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Tabela 19 – Correlações observadas nos mapas de contorno HSQC e HMBC do 

composto II. 

Posição δC
a DEPT HSQC HMBC 

1 165,3 --- --- H-2 

2 106,9 CH 6,69 H-4 

3 166,7 --- --- H-4, H-2, H-15 

4 108,4 CH 7,37 H-2 

5 121,4 CH 7,63 H-16, H-7, 

6 148,7 --- --- H-16 

7 124,7 CH 7,08 H-16, H-5 

8 162,5 --- --- H-7 

9 190,9 --- --- --- 

10 182,2 --- --- H-5, H-4 

11 133,4 --- --- --- 

12 113,8 --- --- H-7, H-5 

13 110,4 --- --- H-4 

14 135,4 --- --- H-4 

15 56,2 CH3 3,97 --- 

16 22,3 CH3 2,47 H-7, H-5 
aDeslocamentos químicos (δ em ppm) estabelecidos em relação ao padrão interno 

TMS (δTMS = 0,0 ppm).  

Fonte: autora.  

 

Figura 86 – Principais correlações (H−C) observadas no mapa de contorno HMBC de  II. 

 

 
Fonte: autora. 

 

O EM-IES obtido da dissociação induzida por colisão do íon molecular m/z 283 

[M − H]−, com N2 (Figura 87), originou o íon de m/z 240 e 212. De acordo com os dados 

descritos na literatura para este composto, a eliminação da metila do grupo metoxila 
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(15  u), seguida de eliminação neutra de CO (28 u), a partir do íon molecular gera o íon 

de m/z 240 (DEMARQUE et al., 2016; JIN et al., 2007; SONG et al., 2008; WANG, 

FENG, 2009; YE et al., 2007), no entanto não foi possível estabelecer um mecanismo 

condizente para justificar este íon. Uma segunda eliminação neutra de CO a partir do íon 

de m/z 240 gera o sinal de m/z 212.  

 

Figura 87 – EM/EM-IES-(−) do composto II (m/z 283 [M – H]− energia de colisão 

15 eV).  

 
Fonte: autora. 
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Figura 88 – Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) do composto II.  

 
Fonte: autora. 
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Figura 89 – Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) do composto II. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 90 – Espectro de DEPT 135 do composto II. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 91 – Mapa de contorno HSQC do composto II. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 92 – Ampliação do mapa de contorno HSQC (δ 6,5 – 8,0). 

 
Fonte: autora. 
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Figura 93 – Mapa de contorno HMBC do composto II. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 94 – Ampliação do mapa de contorno HMBC (δ 6–8). 

 
Fonte: autora. 
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4.9.3 – Elucidação estrutural do composto III.  

 

 
 

O composto III (29,0 mg), isolado da fração hexano das flores de S. silvestris, 

foi obtido como um sólido cristalino branco que não apresentou fluorescência quando 

observado em câmara com luz UV (254 e 365 mn) na análise por CCD, o que indica a 

ausência de grupos cromóforos. Adicionalmente, apresentou coloração roxa após 

aspersão com solução de vanilina sulfúrica (Figura 95), indicativo de um composto da 

classe dos ácidos graxos (WAGNER, BLADT, 2001). 

 

Figura 95 – CCD do composto III. Revelação química com vanilina sulfúrica como 

revelador.  

 

FM: CH2Cl2 100% e FE: SiO2. 
Fonte: autora. 

 

O espectro de RMN de 1H de III (Figura 97; Tabela 20) apresentou, na região dos 

sinais referentes a hidrogênios alifáticos, um tripleto e um quintupleto em δ 2,34 (2H, 

J = 7,5 Hz, H-2) e 1,63 (2H, J = 7,5 Hz, H-3), característico de grupos metileno (CH2) 

α e β a carbonila, respectivamente. Também foi observado um simpleto largo referente 

aos demais grupos metileno, se sobrepondo em δ 1,25 (24H, H-4 a H-15) e um tripleto 

referente aos hidrogênios do grupo metila terminal em δ 0,88 (3H, J = 6,8 Hz, H-16) 

(GOMEZ et al., 2011). 
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O mapa de contorno HSQC (Figura 98) permitiu correlacionar os carbonos aos 

seus respectivos hidrogênios (Tabela 21). No mapa de contorno HMBC (Figura 99), 

foram observadas as correlações entre δH 2,34 (H-2) com δC 179,5 (C-1) (2JH→C), δC 24,9 

(C-3) (2JH→C) e com δC 29,2 (C-4) (3JH→C), entre δH 1,63 (H-3) com δC 179,5 (C-1) 

(3JH→C), δC 34,1 (C-2) (2JH→C) e com δC 29,2 (C-4) (2JH→C), entre δH 1,25 (H-14) com 

δC 22,8 (C-15) (2JH→C), entre δH 1,25 (H-15) com δC 32,1 (C-14) (2JH→C) e com δC 14,3 

(C- 16) (2JH→C), e entre δH 0,88 (H-16) com δC 32,1 (C-14) (3JH→C) e com δC 22,8 (C-15) 

(2JH→C) (Figuras 96 e 99; Tabela 21). 

Os dados de RMN foram similares àqueles encontrados na literatura e são 

consistentes com a estrutura do ácido hexadecanoico (III), também conhecido como 

ácido palmítico  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 



176 

Tabela 20 − Dados de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) do composto III em comparação 

com dados da literatura. 

 

Posição δH
a mult.b (J em Hz) δC

a δH
c mult.b (J em Hz) δC

d 

1 --- 179,5 --- 178,0 

2 2,34 t (J = 7,5 Hz) 34,1 2,29 34,2 

3 1,63 quint (J = 7,5 Hz) 24,9 1,59 25,1 

4 1,25 sl 29,2 1,24 29,3 

5 
1,25 sl --- 

1,24 29,5 

6 
1,25 sl --- 

1,24 29,6 

7 
1,25 sl --- 

1,24 29,7 

8 
1,25 sl --- 

1,24 29,4 

9 
1,25 sl --- 

1,24 29,4 

10 
1,25 sl --- 

1,24 29,6 

11 
1,25 sl --- 

1,24 29,6 

12 
1,25 sl --- 

1,24 29,7 

13 
1,25 sl --- 

1,24 29,4 

14 1,25 sl 32,1 1,24 31,9 

15 1,25 sl 22,9 1,24 22,7 

16 0,88 t (J = 6,8 Hz) 14,2 0,86 14,1 

aDeslocamentos químicos estabelecidos em relação ao padrão interno TMS (δTMS = 0,0 ppm). 
bMultiplicidade: t (tripleto), sl (simpleto largo), quint (quintupleto). cDados da literatura: 

Experimentos de RMN realizados a 400 MHz para 1H, utilizando CDCl3 como solvente 

(USMAN et al., 2016). dValores calculados pelo programa MestReNova. 

Fonte: autora. 
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Tabela 21 – Correlações observadas nos mapas de contorno HSQC e HMBC do 

composto III. 

Posição δC
a HSQC HMBC 

1 --- --- H-2, H-3 

2 34,1 2,34 H-3 

3 24,9 1,63 H-2 

4 29,2 1,25 H-2, H-3, H-5 

5 --- --- --- 

6 --- --- --- 

7 --- --- --- 

8 --- --- --- 

9 --- --- --- 

10 --- --- --- 

11 --- --- --- 

12 --- --- --- 

13 --- --- --- 

14 32,1 1,25 H-15, H-16 

15 22,9 1,25 H-14, H-16 

16 14,2 0,88 H-15 
aDeslocamentos químicos (δ em ppm) estabelecidos em relação ao padrão interno TMS  

(δTMS = 0,0 ppm).  

Fonte: autora.  

 

Figura 96 – Principais correlações (H−C) observadas no mapa de contorno HMBC de 

III. 

 
Fonte: autora.
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Figura 97 – Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) do composto III. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 98 – Mapa de contorno HSQC do composto III. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 99 – Mapa de contorno HMBC do composto III. 

 
Fonte: autora. 
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4.9.4 – Elucidação estrutural do composto IV 

 

 

 

O composto IV (15,9 mg), isolado da fração acetato de etila das flores de 

S.  silvestris, foi obtido como um sólido amarelo e quando analisado por CCD, apresentou 

uma mancha com Rf 0,72 de coloração amarela quando analisado por CCD sob luz UV 

(365 nm) (Figura 100, B), que foi intensificada após pulverização com o revelador 

NP/PEG (Figura 100 C), sugerindo tratar-se de um flavonoide 

(WAGNER, BLADT, 2001). Quando analisado por CLAE apresentou um único pico 

com tR 18,38 min (Figura 101).  

 

Figura 100 – CCD do composto IV. Inspeção em câmara de UV 254 nm (A), 365 nm (B) 

e 365 nm após tratamento com reagente NP/PEG (C).  

 

FM: CH2Cl2/MeOH (4:1) e FE: SiO2. 
Fonte: autora. 
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Figura 101 – Cromatograma (CLAE-DAD, 254 nm) em coluna analítica da fração 

MDFAC02 F14.  

 

Condições CLAE: Coluna: Phenomenex Lunna C18 (250 mm × 4,6 mm, 5 µm); gradiente 

(50 min), 5−100% de MeOH-HCO2H 0,1%; C = 1,0 mg/mL, Vinj. = 50 µL, fluxo 1,0 mL/min) e 

detector DAD.  

Fonte: autora. 

 

A análise do composto IV por espectrometria de massas em alta resolução, modo 

negativo, possibilitou estabelecer a fórmula molecular C15H10O6, com índice de 

deficiência de hidrogênio igual a onze. O sinal referente à molécula desprotonada foi 

observado em m/z 285,0405 [M −  H]− calculado para C15H9O6 285,0405 (Δ 0,0 ppm). 

Os sinais em m/z 571,0887 [2M − H]− e m/z 857, 1370 [3M − H]− correspondem à adutos, 

contendo duas e três moléculas, respectivamente (Figura 102). 
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Figura 102 – EM-IES-(−) em alta resolução do composto IV. 

Fonte: autora. 

 

O espectro na região do infravermelho de IV (Figura 103) apresentou bandas de 

absorção características de compostos fenólicos. Foi possível identificar uma banda em ν 

3418 cm−1, proveniente do estiramento do grupo OH. A banda relativa ao estiramento da 

função carbonila (C=O) foi observada em ν 1652 cm−1. As bandas referentes à 

deformação axial de C=C de anel aromático foram observadas em ν 1605, 1568 e 

1437 cm−1. Os estiramentos simétrico e assimétrico da ligação C–O–C foram 

identificados em ν 838 e 1268 cm−1, respectivamente, assim como as absorções relativas 

às deformações angulares fora do plano de C-H em ν 784, 761 cm−1 (ABBAS et al., 2017; 

SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2007)  
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Figura 103 – Espectro de absorção na região do IV do composto IV. 

Fonte: autora. 

 

A análise do espectro na região do UV-Vis do composto IV (Figura 104) 

permitiu observar três bandas com máximos de absorção em λmáx (log ε) 206 (4,94), 254 

(4,60) e 348 nm (4,65). A banda em 348 nm (Banda I), está associada a absorção do 

sistema cinamoil do anel B, e a banda em 254 nm (Banda II), é referente a absorção do 

sistema benzoil do anel A do esqueleto de flavonoides pertencentes as classes das 

flavonas e flavonóis (MABRY, MARKHAM, THOMAS, 1970).  
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Figura 104 – Espectro de absorção na região do UV-Visível de IV (CMeOH = 12,0 µM). 

Fonte: autora. 

 

O espectro de RMN de 1H de IV (Figura 108; Tabela 22) apresentou, na região 

dos sinais referente aos hidrogênios aromáticos, dois dupletos em δ 6,18 (1H, J = 2,0 Hz, 

H-6) e 6,44 (1H, J = 2,0 Hz, H-8), característico de um sistema aromático 

1,2,3,5- tetrassubstituído. Também foram observados dois dupletos em δ 6,88 (1H, 

J = 8,3 Hz, H-5’) e 7,38 (1H, J = 2,3 Hz, H-2’) e um duplo dupleto em δ 7,41 (1H, 

J = 8,3 e 2,3 Hz, H-6’), característico de um sistema aromático 1,2,4-trissubstituído. 

Também foram observados um simpleto em δ 6,66 (1H, H-3), que caracteriza o anel C de 

uma flavona; além de um simpleto em δ 12,97 (1H, C5-OH), característico de hidrogênio 

de hidroxila que faz ligação intramolecular com a carbonila (quelado) (PARK et al., 2007; 

PAVIA et al., 2010).  

No espectro de RMN de 13C (Figura 109; Tabela 22), foram observados 12 sinais 

na região de carbonos aromáticos: Anel A, δ 161,5 (C-5), 98,9 (C-6), 164,2 (C-7), 93,9 

(C-8), 157,4 (C-9) e 103,7 (C-10); Anel B, δ 121,5 (C1’), 113, 4 (C-2’), 145,8 (C-3’), 

149,8 (C-4’), 116,1 (C-5’) e 119,1 (C6’); além de um sinal característico de carbonila em 

δ 181,7 (C-4), um sinal de carbono metínico em δ 102,9 (C-3) e o sinal em δ 164,0 (C-2), 

que caracterizam o anel C de uma flavona. Os sinais observados no DEPT 135 
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(Figura  110) corroboram a proposta da flavona e juntamente com o mapa de contorno 

HSQC (Figura 111 e 112) permitiu correlacionar os carbonos aos seus respectivos 

hidrogênios (Tabela 23).  

As principais correlações, observadas no mapa de contorno HMBC (Figuras 113 

e 114), entre δH 7,38 (H-2’) com δC 164,0 (C-2) (3JH→C), δC 145,8 (C-3’) (2JH→C), δC 149,8 

(C-4’) (3JH→C) e δC 119,1 (C-6’) (3JH→C); entre δH 6,88 (H-5’) com δC 121,5 (C-1’) 

(3JH→C), δC 145,8 (C-3’) (3JH→C) e δC 149,8 (C-4’) (2JH→C) e entre δH 7,41 (H-6’) com 

δC 164,0 (C-2) (3JH→C), δC 113,4 (C-2’) (3JH→C) e δC 149,8 (C-4’) (3JH→C); permitiram 

confirmar o padrão de substituição do anel B. Assim como as correlações entre δH 6,18 

(H-6) com δC 161,5 (C-5) (2JH→C), δC 164,2 (C-7) (2JH→C), δC 93,9 (C-8) (3JH→C) e 

δC 103,7 (C-10) (3JH→C) e entre δH 6,44 (H-8) com δC 98,9 (C-6) (3JH→C), δC 164,2 (C-7) 

(2JH→C), δC 157,4 (C-9) (2JH→C) e δC 103,7 (C-10) (3JH→C), permitiram confirmar o padrão 

de substituição do anel A. Também foram observadas correlações entre δH 6,66 (H-3) 

com δC 164,0 (C-2) (2JH→C), δC 181,7 (C-4) (2JH→C), δC 103,7 (C-10) (3JH→C) e δC 121,5 

(C-1’) (3JH→C), que permitiram confirmar o padrão de substituição do anel C (Figura 105; 

Tabela 23).  

Os dados de RMN (Tabelas 22 e 23; Figuras 108–114), aliados aos dados de 

EM, IV e UV-Vis foram similares aos dados publicados na literatura (ABBAS et al., 

2017; MABRY, MARKHAM, THOMAS, 1970; PARK et al., 2007) e são consistente 

com a estrutura da 3’,4’,5,7-tetrahidroxiflavona (IV), também conhecida como luteolina.  
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Tabela 22 – Dados de RMN de 1H e 13C (400/100 MHz, DMSO-d6) do composto IV em 

comparação com dados da literatura. 

 

 

 

Posição δH
a mult.b (J em Hz) δC

a δH
c mult.b (J em Hz) δC

c 

2 --- 164,0 --- 164,0 

3 6,66 s  102,9 6,65 s 102,9 

4 --- 181,7 --- 181,7 

5 --- 161,5 --- 161,5 

6 6,18 d (J = 2,0 Hz) 98,9 6,18 d (J = 2,1 Hz) 98,9 

7 --- 164,2 --- 164,2 

8 6,44 d (J = 2,0 Hz) 93,9 6,43 d (J = 2,1 Hz) 93,9 

9 --- 157,4 --- 157,4 

10 --- 103,7 --- 103,8 

1’ --- 121,5 --- 121,6 

2’ 7,38 d (J = 2,3 Hz) 113,4 7,39 d (J = 2,2 Hz) 113,4 

3’ --- 145,8 --- 145,8 

4’ --- 149,8 --- 149,8 

5’ 6,88 d (J = 8,3 Hz) 116,1 6,89 d (J = 9,0 Hz) 116,1 

6’ 7,41 dd (J = 8,3 e 2,3 Hz) 119,1 7,40 dd (J = 9,0 e 2,2 Hz) 119,1 

5-OH 12,97 s --- 12,97 s - 

aDeslocamentos químicos estabelecidos em relação ao padrão interno TMS (δTMS  =  0,0 ppm). 
bMultiplicidade: d (dupleto), dd (duplo dupleto), s (simpleto). cDados da literatura: Experimentos 

de RMN realizados a 400 e 100 MHz para 1H e 13C, respectivamente, utilizando DMSO-d6 como 

solvente (PARK et al., 2007). 

Fonte: autora. 
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Tabela 23 – Correlações observadas nos mapas de contorno HSQC e HMBC para o 

composto IV. 

Posição δC
a DEPT HSQC HMBC 

2 164,0 --- --- H-3, H-2’, H-6’  

3 102,9 CH 6,66 --- 

4 181,7 --- --- H-3 

5 161,5 --- --- H-6 

6 98,9 CH 6,18 H-8 

7 164,2 --- --- H-6, H-8 

8 93,9 CH 6,44 H-6 

9 157,4 --- --- H-8 

10 103,7 --- --- H-3, H-6, H-8 

1’ 121,5 --- --- H-3, H-5’ 

2’ 113,4 CH 7,38 H-6’ 

3’ 145,8 --- --- H-2’, H-5’ 

4’ 149,8 --- --- H-2’, H-5’, H-6’ 

5’ 116,1 CH 6,88 --- 

6’ 119,1 CH 7,41 H-2’ 

aDeslocamentos químicos (δ em ppm) estabelecidos em relação ao padrão interno TMS  

(δTMS = 0,0 ppm). 

Fonte: autora. 

 

Figura 105 – Principais correlações (H−C) observadas no mapa de contorno HMBC 

de  IV.  

 
Fonte: autora. 
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Para confirmar a estrutura proposta do composto IV, foi realizada a análise por 

espectrometria de massas sequencial no modo negativo. O EM-IES obtido da dissociação 

induzida por colisão do íon molecular m/z 285 [M − H]−, com N2, gerou como principais 

fragmentos os íons em m/z 151, 133 e 107 (Figura 106). A fragmentação do anel C, 

através de um mecanismo do tipo retro Diels-Alder (RDA), com eliminação neutra de 

134 e 152 u, forneceu os fragmentos em m/z 151 e 133, respectivamente. Bastante 

característica dos flavonoides, as reações de RDA são consideradas como as reações de 

fragmentação mais importantes para as flavonas, dihidroflavonas, flavonois e isoflavonas 

(Figura 107) (RIJKE et al., 2006).  

 

Figura 106 – EM/EM-IES-(−) do composto IV (m/z 285 [M – H]−, energia de colisão 

20 eV). 

 
Fonte: autora.  
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Figura 107 – Proposta de fragmentação do composto IV analisado por                      

EM/EM-IES- (– ). 

Fonte: autora. 
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Figura 108 – Espectro de RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6) do composto IV. 

 

Fonte: autora. 
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Figura 109 – Espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-d6) do composto IV. 

  

Fonte: autora. 
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Figura 110 – Espectro de DEPT 135 (100 MHz, DMSO-d6) do composto IV. 

  

Fonte: autora. 
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Figura 111 – Mapa de contorno HSQC do composto IV.  

 

Fonte: autora. 
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Figura 112 – Ampliação do mapa de contorno HSQC (δ 6,0–7,6). 

 

Fonte: autora. 
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Figura 113 – Mapa de contorno HMBC do composto IV. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 114 – Ampliação do mapa de contorno HMBC (δ 6,0–7,5).

 
Fonte: autora. 
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4.9.5 – Elucidação estrutural do composto V 

 

 

 

O composto V (2,1 mg), isolado da fração acetato de etila das flores, foi obtido 

como um sólido amarelo claro que apresentou teste positivo, na análise por CCD, para o 

reagente NP-PEG (Rf 0,76), e quando submetido à análise por espectrometria de massas 

em alta resolução, modo negativo, possibilitou estabelecer a fórmula molecular C15H12O6 

com índice de deficiência de hidrogênio igual a dez. O sinal referente à molécula 

desprotonada foi observado em m/z 287,0571 [M − H]− calculado para 

C15H11O6 287,0561 (Δ 3,5 ppm) (Figura 115).  

 

Figura 115 – EM-IES-(−) em alta resolução do composto V.  

Fonte: autora. 

 

A análise do espectro na região do UV-Vis do composto V (Figura 116) 

apresentou um perfil diferente do observado para a substância IV. Foram observadas duas 

bandas na região do ultravioleta, com máximos de absorção em λmáx (log ε) 220 (3,73) e 

290 nm (3,49) e uma banda de menor intensidade na região de 360 nm. O fato da banda 

que é associada a absorção do sistema cinamoil do anel B, ser observada com menor 
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O

O

HO

OH O

OH

m/z 287



199 

intensidade para a substância V, indica a ausência da dupla ligação entre C-2 e C-3, 

sugerindo que este composto seja uma flavanona ou um dihidroflavonol. De acordo com 

MABRY e colaboradores (1970), tanto flavanonas quanto dihidroflavonois têm sua 

principal banda de absorção (Banda II) na faixa de 270–295 nm.  

 

Figura 116 – Espectro de absorção na região do UV-Visível de V (CMeOH = 12,0 µM).  

 
Fonte: autora. 

 

A análise do espectro de RMN de 1H de V (Figura 120; Tabela 24) apresentou 

características similares às do composto IV. Na região dos sinais referentes aos 

hidrogênios aromáticos característicos do anel B, foram observados dois dupletos em 

δ 6,78 (2H, J = 8,6 Hz, H-3’ e H-5’) e δ 7,30 (2H, J = 8,6 Hz, H-2’ e H-6’) que 

caracterizam um sistema aromático 1,4-dissubstituído (FOSSEN, ANDERSEN, 2006; 

PAVIA et al., 2010). Adicionalmente, foi observado um dupleto em δ 5,03 (H-2) e um 

duplo dupleto em δ 4,56 (H-3), que caracterizam o anel C de um flavanonol. Conforme 

descrito por Chiappini e colaboradores (1982), a multiplicidade e constantes de 

acoplamento observadas para o H-3 (dd, J = 11,4 e 6,0 Hz), são características da 

correlação com H-2 e com o hidrogênio da hidroxila ligada ao C-3. 

(CHIAPPINI et al., 1982; PAVIA et al., 2010). Além disso, o valor da constante de 

acoplamento (J = 11,4 Hz), observado entre H-2 e H-3 (anel C), indica uma relação trans, 
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e fornece informações a respeito da estereoquímica em C-2 e C-3. (MARKHAM et al., 

1984; PAVIA et al., 2010). A partir destes dados a esteroquímica em C-2 e C-3 estaria 

restrita aos possíveis estereoisômeros (+)-2R,3R ou (–)-2S,3S (CHIAPPINI et al., 1982; 

LEE et al., 2003; MARKHAM et al., 1984).  

A análise do espectro de RMN de 13C (Figura 121; Tabela 24), permitiu observar 

a presença de dois sinais de carbonos metínicos em δ 83,0 (C-2) e 71,5 (C-3), que 

caracterizam o anel C de um flavanonol. Os sinais observados no espectro de DEPT 135 

(Figura 122) corroboram com a proposta do flavononol e juntamente com o mapa de 

contorno HSQC (Figuras 123 e 124), permitiu correlacionar os carbonos aos seus 

respectivos hidrogênios (Tabela 25).  

No mapa de contorno HMBC foi possível observar correlações entre os sinais 

δH 6,78 (H-3’ e H-5’) com δC 158,0 (C-4’) (2JH→C), e δC 127,6 (C-1’) (3JH→C), entre 

δH 7,30 (H-2’ e H-6’) com δC 158,0 (C-4’) (3JH→C), e entre δH 5,03 (H-2) com δC 129,5 

(C-2’) (3JH→C) (Figuras 117, 125 e 126; Tabela 25).  

Os dados de RMN (Tabelas 24 e 25, Figuras 120−), aliados aos dados de EM 

e UV-Vis foram similares aos publicados na literatura (LEE et al., 2003; 

FOSSEN, ANDERSEN, 2006) e são consistentes com a estrutura do dihidrokaempferol 

(V), uma 3,5,7,4’-tetra-hidroxi-flavanona, também conhecida como aromadendrina. 
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Tabela 24 – Dados de RMN de 1H e 13C (400/100 MHz, DMSO-d6) do composto V em 

comparação com dados da literatura. 

 

 

 

 

 

 

 

Posição δH
a mult.b (J em Hz) δC

a δH
c mult.b (J em Hz) δC

c 

2 5,03 d (J = 11,4 Hz) 83,0 4,99 d (J = 11,6 Hz) 84,0 

3 4,56 dd (J = 11,4 e 6,0 Hz) 71,5 4,55 d (J = 11,6 Hz) 72,7 

4 --- 197,9 --- 197,6 

5 --- 163,4 --- 164,4 

6 5,82 d (J = 1,6 Hz) 95,1 5,89 d (J = 2,1 Hz) 96,5 

7 --- 167,0 --- 167,8 

8 5,87 d (J = 1,6 Hz) 96,1 5,93 d (J = 2,1 Hz) 95,4 

9 --- 163,0 --- 163,5 

10 --- 100,5 --- 101,0 

1’ --- 127,6 --- 124,3 

2’ 7,30 d (J = 8,6 Hz) 129,5 7,37 d (J = 8,6 Hz) 129,5 

3’ 6,78 d (J = 8,6 Hz) 115,0 6,84 d (J = 8,6 Hz) 115,3 

4’ --- 158,0 --- 158,4 

5’ 6,78 d (J = 8,6 Hz) 115,0 6,84 d (J = 8,6 Hz) 115,3 

6’ 7,30 d (J = 8,6 Hz) 129,5 7,37 d (J = 8,6 Hz) 129,5 

aDeslocamentos químicos estabelecidos em relação ao padrão interno TMS (δTMS = 0,0 ppm). 
bMultiplicidade: d (dupleto), dd (duplo dupleto). cDados da literatura: Experimentos de RMN 

realizados a 300 e 75 MHz para 1H e 13C, respectivamente, utilizando CD3OD como solvente 

(LEE et al., 2003) 

Fonte: autora. 
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Tabela 25 – Correlações observadas nos mapas de contorno HSQC e HMBC para o 

composto V. 

Posição δC
a DEPT HSQC HMBC 

2 83,0 CH 5,03 --- 

3 71,5 CH 4,56 --- 

4 197,9 --- --- --- 

5 163,4 --- --- --- 

6 95,1 CH 5,82 --- 

7 167,0 --- --- --- 

8 96,1 CH 5,87 --- 

9 163,0 --- --- --- 

10 100,5 --- --- --- 

1’ 127,6 --- --- H-3’, H-5’ 

2’ 129,5 CH 7,30 H-2 

3’ 115,0 CH 6,78 --- 

4’ 158,0 --- --- H-2’, H-3’, H-5’, H-6’  

5’ 115,0 CH 6,78 --- 

6’ 129,5 CH 7,30 --- 

aDeslocamentos químicos (δ em ppm) estabelecidos em relação ao padrão interno TMS  

(δTMS = 0,0).  

Fonte: autora. 

 

Figura 117 – Principais correlações (H−C) observadas no mapa de contorno HMBC 

de  V. 

 
Fonte: autora. 

 

Para confirmar a estrutura proposta do composto V, foi realizada a análise por 

espectrometria de massas sequencial no modo negativo. O EM-IES obtido da dissociação 

induzida por colisão do íon molecular m/z 287 [M − H]− com N2, gerou como principais 
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fragmentos os íons em m/z 177, 151, 125 e 107 (Figura 118). O íon fragmento de m/z 151 

foi atribuído a um mecanismo do tipo retro-Diels-Alder (RDA) no anel C, também já 

relatado em outros estudos com flavonoides (OLIVEIRA et al., 2018; RIJKE et al., 2006). 

O sinal referente ao pico base em m/z 125 foi atribuído à clivagem heterolítica do anel C, 

auxiliada pela conjugação do par de elétrons do oxigênio (fenóxido) na posição quatro do 

anel B, com retenção da carga sobre o oxigênio do heterociclo. Em seguida o par de 

elétrons do íon fenóxido (anel A) captura o hidrogênio carbinólico (H-3), transferindo a 

carga negativa para o C-3. Na sequência uma ligação dupla, entre o C-3 e C-4 é formada, 

resultando na eliminação neutra de 162 u (clivagem heterolítica entre C-4 e C-10) e 

formação do íon fragmente de m/z 125 (Figura 119) (MIKETOVA et al., 2000; 

OLIVEIRA et al., 2018).  

 

Figura 118 – EM/EM-IES-(−) do composto V (m/z 287 [M – H]−, energia de colisão 

25  eV).  

 
Fonte: autora.  
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Figura 119 – Proposta de fragmentação para a substância V analisado por                

EM/EM-IES-(–). 

 
Fonte: autora. 
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Figura 120 – Espectro de RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6) do composto V. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 121 – Espectro de RMN de 13C (400 MHz, DMSO-d6) do composto V. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 122 – Espectro de DEPT 135 do composto V. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 123 – Mapa de contorno HSQC do composto V. 

 

Fonte: autora. 
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Figura 124 – Ampliação do mapa de contorno HSQC (δ 4,5–7,5). 

 

Fonte: autora. 
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Figura 125 – Mapa de contorno HMBC do composto V. 

 

Fonte: autora. 
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Figura 126 – Ampliação mapa de contorno HMBC (δ 5,0–7,5).  

 

Fonte: autora. 

 



212 

4.9.6 – Elucidação estrutural do composto VI 

 

 

 

O composto VI (3,4 mg) foi isolado da fração acetato de etila das flores e quando 

analisado por CCD, apresentou uma mancha com Rf 0,65 de coloração azul quando 

analisado sob luz UV (365 nm) somente após tratamento com reagente KOH 5% 

(Figura 127 C), sugerindo tratar-se de um composto pertencente a classe das cumarinas 

(WAGNER, BLADT, 2001). 

 

Figura 127 – CCD do composto VI. Inspeção em câmara de UV 254 nm (A), 365 nm (B) 

e 365 nm após tratamento com solução etanólica de KOH 5% (C).  

 

FM: CH2Cl2/AcOEt 2:3 e FE: SiO2. 
Fonte: autora. 

 

A partir da análise do composto VI por espectrometria de massas em alta 

resolução, modo negativo, foi possível estabelecer a fórmula molecular C10H10O4, com 

índice de deficiência de hidrogênio igual a seis. O sinal referente à molécula desprotonada 

foi observado em m/z 193,0507 [M − H]− calculado para C10H9O4 193,0506 

(Δ −0,5 ppm) (Figura 128).  
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Figura 128 – EM-IES-(−) em alta resolução do composto VI. 

 
Fonte: autora. 

 

A análise do espectro na região do infravermelho (Figura 129) permitiu 

identificar uma banda em ν 3211 cm−1, proveniente do estiramento do grupo O−H com 

ligação de hidrogênio. O estiramento assimétrico dos C−H alifáticos foram identificados 

em ν 2926 cm−1. Na faixa de 1300 a 1000 cm−1 foram observadas bandas referentes ao 

estiramento C−O de ésteres; em ν 1591 e 1475 cm−1, bandas referentes ao estiramento 

C=C de anéis aromáticos; além de um banda com intensidade forte em ν 1630 cm−1, que 

sugere a presença de carbonila de lactona envolvida em ligação de hidrogênio com uma 

hidroxila fenólica (MALLABAEV, SIDYAKIN, 1972; PAVIA et al., 2010).  

 

[M − H]− 
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Figura 129 – Espectro na região do infravermelho do composto VI. 

 
Fonte: autora. 

 

A análise do espectro obtido na região do UV-Vis do composto VI (Figura 130), 

permitiu observar três bandas com máximos de absorção em λmáx (log ε) 216 (4,14), 270 

(3,89) e 306 nm (3,69), que quando comparados com a literatura, sugere tratar-se de um 

derivado pertencente a classe das isocumarinas (SHIMADA et al. 2002).  
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Figura 130 – Espectro de absorção na região do UV-Visível de VI (CEtOH = 12,0 µM). 

 
Fonte: autora. 

 

O espectro de RMN de 1H de VI (Figura 134; Tabela 26) apresentou, na região 

dos sinais referente aos hidrogênios aromáticos, dois dupletos em δ 6,18 (1H, J = 2,0 Hz, 

H-7) e δ 6,23 (1H, J = 2,0 Hz, H-5), característico de um sistema aromático 

1,2,3,5- tetrassubstituído. Também foram observados sinais de hidrogênios metilênicos 

benzílicos em δ 2,80 (1H, dd, J = 11,2; 16,5 Hz, H-4ax) e δ 2,92 (1H, dd, J = 3,4; 16,5 Hz, 

H-4eq), ambos correlacionando, no mapa de contorno HSQC (Figura 137 e 138), com o 

carbono em δ 33,8 (C-4), evidenciando serem diasterotópicos. De acordo com 

Venkatasubbaiah & Chilton (1991) e Inerney & Taylor (1995) a configuração relativa de 

C-3 pode ser definida com base no valor da constante de acoplamento vicinal (3J3,4) entre 

H-3 e H-4. Em geral, valores de J = 10–13 Hz sugerem configuração trans e conformação 

antiperiplanar (H-3ax – H-4ax) preferencial dos hidrogênios H-3 e H-4, enquanto, valores 

de 3J3,4 = 3–6 sugerem uma conformação sinclinal (cis) (H-3ax – H-4eq ou H-3eq – H-4ax).  

O sinal em δ 4,68 (1H, ddq, J = 3,4; 6,3 e 11,2 Hz, H-3) é característico dos 

espectros de dihidroisocumarinas, e ocorrem na faixa de δH 4,50–4,90 (INERNEY, 

TAYLOR, 1995). Também foram observados um dupleto em δ 1,38 (3H, J = 6,3 Hz,       

H-11) e um simpleto em δ 11,12, característico de hidrogênio de hidroxila que faz ligação 

intramolecular com a carbonila (quelado).  
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No espectro de RMN de 13C (Figura 135; Tabela 26) foram observados 10 sinais, 

sendo 6 referentes a carbonos aromáticos em δ 106,7 (C-5), 163, 4 (C-6), 101,0 (C-7), 

164,5 (C-8), 100,1 (C-9) e 142, 3 (C-10); uma carbonila em δ 169,5 (C-1), característica 

de carbonila de éster; um carbono metínico carbinólico em δ 75,4 (C-3), um carbono 

benzílico em δ 33,8 (C-4) e um carbono referente a metila em δ 20,3 (C-11). A análise do 

espectro de DEPT 135 (Figura 136), juntamente com o mapa de contorno HSQC 

(Figuras 137 e 138), permitiu correlacionar os carbonos aos seus respectivos hidrogênios 

(Tabela 15) e corroboram com a proposta da dihidroisocumarina.  

No mapa de contorno HMBC (Figuras 139 e 140; Tabela 15) foram observadas 

as correlações entre os sinais δH 6,18 (H-7) com δC 169,5 (C-1) (4JH→C), δC 106,7 (C-5) 

(3JH→C), δC 163,4 (C-6) (2JH→C), δC 164,5 (C-8) (2JH→C) e δC 100,1 (C-9) (4JH→C); entre 

δH 6,23 (H-5) com δC 33,8 (C-4) (3JH→C) e δC 100,1 (C-9) (2JH→C); entre δH 2,80/2,92 

(H- 4ax/eq) com δC 75,4 (C-3) (2JH→C), δC 106,7 (C-5) (3JH→C), δC 100,1 (C-9) (2JH→C), 

δC 142,3 (C-10) (3JH→C) e δC 20,3 (C-11) (3JH→C) e entre δH 1,38 (H-11) com δC 169,5 

(C-1) (4JH→C), δC 75,4 (C-3) (2JH→C) e δC 33,8 (C-4) (3JH→C) (Figura 131). No mapa de 

contorno COSY (Figura 141) foram observadas as correlações 1H-1H entre H-3 (δ 4,68) 

com δ 1,38 (H-11) e δ 2,80 (H-4ax). 

Os dados de RMN (Tabelas 14 e 15; Figuras 134−141), aliados aos dados de 

EM, IV e UV-Vis foram similares aos publicados na literatura (INERNEY, TAYLOR, 

1995; MALLABAEV, SIDYAKIN, 1972; SHIMADA et al., 2002; 

VENKATASUBBAIAH, CHILTON, 1991) e são consistentes com a estrutura da 

3,4- dihidro-6,8-dihidroxi-3-metilisocumarina, também conhecida como 

6- hidroximeleina. 
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Tabela 26 – Dados de RMN de 1H e 13C (400/100 MHz, DMSO-d6) do composto VI em 

comparação com dados da literatura. 

 

 

 

 

 

Posição δH
a mult.b (J em Hz) δC

a δH
c mult.b (J em Hz) δC

c 

1 --- 169,5 --- 170,5 

3 4,68 ddq (J = 3,4; 6,3; 11,2 Hz) 75,4 4,66 dq (J = 5,5; 6,2 Hz) 76,2 

4ax 2,80 dd (J = 11,2; 16,5 Hz) 

33,8 

2,84 sl 

34,9 

4eq 2,92 dd (J = 3,4; 16,5 Hz)  2,85 d (J = 5,5 Hz) 

5 6,23 d (J = 2,0 Hz) 106,7 6,31 d (J = 2,3 Hz) 107,3 

6 --- 163,4 --- 165,1 

7 6,18 d (J = 2,0 Hz) 101,0 6,20 d (J = 2,3 Hz) 101,8 

8 
--- 

164,5 
--- 

165,0 

9 
--- 

100,1 
--- 

101,5 

10 
--- 

142,3 
--- 

143,0 

11 1,38 d (J = 6,3 Hz) 20,3 1,51 d (J = 6,2 Hz) 20,6 

8-OH  11,12 s --- 11,22 s --- 

aDeslocamentos químicos estabelecidos em relação ao padrão interno TMS (δTMS = 0,0 ppm). 
bMultiplicidade: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddq (duplo duplo quadrupleto). 
cDados da literatura: Experimentos de RMN realizados a 500 e 125 MHz para 1H e 13C, 

respectivamente, utilizando acetona-d6 como solvente (SHIMADA et al., 2002) 

Fonte: autora.  
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Tabela 27 – Correlações observadas nos mapas de contorno HSQC e HMBC para o 

composto VI. 

Posição δC (ppm) DEPT HSQC HMBC 

1 169,5 --- --- H-11, H-7 

3 75,4 CH 4,68 H-11, H-4ax, H-4eq 

4 33,8 CH2 2,85 H-11, H-5 

5 106,7 CH 6,23 H-4ax, H-4eq, H-7 

6 163,4 --- --- H-7 

7 101,0 CH 6,18 --- 

8 164,5 --- --- H-7 

9 100,1 --- --- H-4ax, H-4eq, H-5, H-7 

10 142,3 --- --- H-4ax, H-4eq 

11 20,3 CH3 1,38 H-4ax, H-4eq 

aDeslocamentos químicos (δ em ppm) estabelecidos em relação ao padrão interno TMS  

(δTMS = 0,0). 
Fonte: autora. 

 

Figura 131 – Principais correlações (H−C) observadas no mapa de contorno HMBC de 

VI. 

 
Fonte: autora. 

 

Para confirmar a estrutura proposta do composto VI, foi realizada a análise por 

espectrometria de massas sequencial no modo negativo. O EM-IES obtido da dissociação 

induzida por colisão do íon molecular m/z 193 [M − H]− com N2, gerou como principais 

fragmentos os íons m/z 175, 160, 149, 131, 121 e 107 (Figura 132). A fragmentação no 

anel lactona, através de um mecanismo do tipo retro-Diels-Alder (RDA), com eliminação 

neutra de 44 u, forneceu o fragmento de m/z 149. A eliminação 1,4 de uma molécula 

neutra de água a partir do íon molecular leva a formação do íon de m/z 175 que, ao sofrer 

eliminação radicalar do grupo metila, leva a formação do íon de m/z 160. O íon de m/z 121 
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foi atribuído à eliminação neutra de CO (28 u) a partir do íon de m/z 149 (Figura 133). A 

eliminação de CH3 é recorrente na literatura para este tipo de composto, assim como a 

eliminação neutra de CO2 e CO foram descritas várias vezes para cumarinas e 

isocumarinas (CISSÉ, 2009; CONCANNON, RAMACHANDRAN, SMYTH, 2000; 

LOPEZ-AVILA, YEFCHAK, 2011) e corroboram com a estrutura proposta.  

 

Figura 132 – EM/EM-IES-(−) do composto VI (m/z 193 [M – H]−, energia de colisão 

20 eV).  

 
Fonte: autora. 
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Figura 133 – Proposta de fragmentação para o composto VI analisado por               

EM/EM-IES-(–). 

 

Fonte: autora
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Figura 134 – Espectro de RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6) do composto VI. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 135 – Espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-d6) do composto VI. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 136 – Espectro de DEPT 135 (100 MHz, DMSO-d6) do composto VI 

 
Fonte: autora. 
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Figura 137 – Mapa de contorno HSQC do composto VI. 

 

Fonte: autora. 
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Figura 138 – Ampliação do mapa de contorno HSQC (δ 1,0–6,4). 

 

Fonte: autora. 
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Figura 139 – Mapa de contorno HMBC do composto VI. 

 

Fonte: autora. 
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Figura 140 – Ampliação do mapa de contorno HMBC (δ 1,0–6,5). 

 

Fonte: autora. 
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Figura 141 – Mapa de contorno COSY do composto VI. 

 

Fonte: autora. 
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4.9.7 – Elucidação estrutural do composto VII 

 

 
 

O composto VII (14,0 mg) foi isolado da fração acetato de etila das flores e 

quando analisado por CCD, apresentou uma mancha com Rf 0,79 que revelou com 

vanilina sulfúrica (Figura 142 A) e apresentou coloração azul quando analisada sob luz 

UV (254 e 365 nm) (Figura 142 B e C), sugerindo tratar-se de um composto pertencente 

a classe das cromonas (SINGH, 1982). 

 

Figura 142 – CCD do composto VII. Após tratamento com solução de vanilina sulfúrica 

(A); Inspeção em câmara de UV 254 nm (B), e 365 nm (C).  

 
FM: CH2Cl2/AcOEt 4:1 e FE: Al2O3.  
Fonte: autora. 

 

A partir da análise do composto VII por espectrometria de massas em alta 

resolução, modo negativo, foi possível estabelecer a fórmula molecular C13H12O4, com 

índice de deficiência de hidrogênio igual a oito. O sinal referente a molécula desprotonada 

foi observado em m/z 231,0667 [M − H]− calculado para C13H11O4 231,0663 

(Δ 1,7  ppm) (Figura 143). 

 

A B C

Rf 0,79 
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Figura 143 – EM-IES-(−) em alta resolução do composto VII. 

 
Fonte: autora. 

 

O cromatograma de íons totais da análise por CG-EM (Figura 144), apresentou 

apenas um sinal com tR 13,6 min. A comparação do espectro de massas com aqueles da 

biblioteca do software NIST (8, 27 e 147) disponível no equipamento, sugeriu com 78% 

de similaridade tratar-se de um derivado 7-hidroxicromona. O EM-IE (Figura 145) 

apresentou o sinal do íon molecular ([M]+, 11%) em m/z 232, compatível com a fórmula 

molecular, C13H12O4. Também foram observados os íons fragmentos em m/z 215, 190 

(100%), 162 e 161.  

Os sinais de m/z 215 e 190 foram correlacionados às eliminações de OH (17 u) e 

CH2-C=O (42 u), a partir do íon molecular, respectivamente. A partir da análise dos sinais 

de m/z 162 e 161, que apresentam diferenças de 28 e 29 u, a partir do pico base em 

m/z 190, foi proposto que uma contração do anel com eliminação de CO, gera o fragmento 

de m/z 162, e a eliminação de COH, gera o fragmento de m/z 161 (Figura 146). A 

eliminação de carbonila é característica do sistema γ-pirona, o que corrobora com a 

estrutura de uma cromona (SINGH, 1982).  

 

 

 

 

 

 

[M − H]− 



231 

Figura 144 – Cromatograma obtido por CG-EM do composto VII. 

 
Condições: Coluna SBP-5 (5% de fenil e 95% de polidimetilsiloxano, 

30 m × 0,25 mm × 0,25 μm), gradiente: 100–280 °C (13 °C/min., 21,0 min); C = 1,0 mg/mL, 

Vinj. = 1,0 μL, fluxo: 3,0 mL/min., gás de arraste: N2, e detector EM-IE. 

Fonte: autora. 

 

Figura 145 – Espectro de massas com ionização por elétrons (70 eV) do pico com 

tR 13,62 min.  

 

Fonte: autora. 
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Figura 146 – Proposta de fragmentação do composto VII por EM-IE. 

 

 
Fonte: autora.  
 

A análise do espectro obtido na região do UV-Vis do composto VII (Figura 147), 

permitiu observar duas bandas principais com máximos de absorção em λmáx (log ε) 222 

(4,21) e 284 (4,17), que quando comparados com a literatura, apresentou similaridade 

com derivados 7-hidroxicromonas (HARBORNE, 1964). 

 

Figura 147 – Espectro de absorção na região do UV-Visível de VII (CMeOH = 12,0 µM). 

 
Fonte: autora. 
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O espectro de RMN de 1H de VII (Figura 151; Tabela 28) apresentou, na região 

dos sinais referentes aos hidrogênios aromáticos, dois dupletos em δ 6,70 (1H, J = 2,3 Hz, 

H-8) e 6,58 (1H, J = 2,3 Hz, H-6), característico de um sistema aromático 

1,2,3,5- tetrassubstituído, além de um simpleto em δ 5,95 (1H, H-3), que corrobora com 

a estrutura de um derivado cromona 5,7-substituído. A região de hidrogênios alifáticos 

apresentou dois simpletos em δ 2,18 (3H, H-13) e 2,28 (3H, H-14), referentes as metilas 

do grupo acetonil e do anel γ-pirona, respectivamente. Também foi observado um 

simpleto em δ 4,11 (2H, H-11), característico de hidrogênios metilênicos benzílicos.  

No espectro de RMN de 13C (Figura 152; Tabela 28) foram observados um total 

de 13 sinais, sendo seis na região de carbonos aromáticos em δ 138,3 (C-5), 118,1 (C-6), 

161,1 (C-7), 101,3 (C-8), 159,0 (C-9) e 113,9 (C-10); dois sinais característicos de 

carbonila em δ 177,7 (C-4) e 204,5 (C-12); um sinal de carbono metínico em δ 110,3 

(C- 3) e o sinal em δ 164,5 (C-2), que caracteriza o anel γ-pirona; além de um sinal de 

carbono metilênico em δ 48,9 (C-11) e dois sinais característicos de metila em δ 29,8 

(C- 13) e 19,4 (C-14). Os sinais observados no espectro de DEPT 135 (Figura 153) 

corroboram com a estrutura proposta e juntamente com o mapa de contorno HSQC 

(Figura 154), permitiu correlacionar os carbonos aos seus respectivos hidrogênios 

(Tabela  29).  

As principais correlações observadas no mapa de contorno HMBC 

(Figuras 155−157; Tabela 29) entre δH 2,28 (H-14) com δC 164,5 (C-2) (2JH→C) e δC 110,3 

(C-3) (3JH→C); entre δH 5,95 (H-3) com δC 164,5 (C-2) (2JH→C), δC 113,9 (C-10) (3JH→C) e 

δC 19,4 (C-14) (3JH→C); permitiram confirmar o padrão de substituição do anel γ-pirona. 

Assim como as correlações entre δH 6,58 (H-6) com δC 161,1 (C-7) (2JH→C), δC 101,3      

(C-8) (3JH→C), δC 113,9 (C-10) (3JH→C) e δC 48,9 (C-11) (3JH→C); entre δH 6,70 (H-8) com 

δC 177,7 (C-4) (4JH→C), δC 118,1 (C-6) (3JH→C), δC 161,1 (C-7) (2JH→C), δC 159,0 (C-9) 

(2JH→C) e δC 113,9 (C-10) (3JH→C); entre δH 4,11 (H-11) com δC 138,3 (C-5) (2JH→C), 

δC 118,1 (C-6) (3JH→C), δC 113,9 (C-10) (3JH→C) e δC 204,5 (C-12) (2JH→C); entre δH 2,18 

(H-13) com δC 138,3 (C-5) (4JH→C), δC 48,9 (C-11) (3JH→C), δC 204,5 (C-12) (2JH→C), que 

permitiram confirmar o padrão de substituição do anel aromático (Figura 148; Tabela 29). 

Os dados de RMN (Tabelas 28 e 29; Figuras 151−157), aliados aos dados de EM 

e UV-Vis foram similares aos publicados na literatura (CHANTONG et al., 2009; 

SINGH, 1982) e são consistentes com a estrutura da 5-acetonil-7-hidroxi-2-metilcromona 

(VII), também conhecida como cassiacromona.  
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Tabela 28 – Dados de RMN de 1H e 13C (400/100 MHz, DMSO-d6) do composto VII 

em comparação com dados da literatura. 

 

 

 

Posição δH
a mult.b (J em Hz) δC

a δH
c1 mult.b (J em Hz) δC

c2 

2 --- 164,5 --- 164,6 

3 5,95 s  110,3 5,93 sl 110,4 

4 --- 177,7 --- 179,2 

5 --- 138,3 --- 137,4 

6 6,58 d (J = 2,3 Hz) 118,1 6,68 d (J = 2,0 Hz) 118,2 

7 --- 161,1 --- 161,0 

8 6,70 d (J = 2,3 Hz) 101,3 6,55 d (J = 2,0 Hz) 102,1 

9 --- 159,0 --- 159,5 

10 --- 113,9 --- 114,1 

11 4,11 s 48,9 4,10 s 49,7 

12 --- 204,5 --- 206,5 

13 2,18 s 29,8 2,18 s 29,9 

14 2,28 s 19,4 2,27 sl 19,9 

aDeslocamentos químicos estabelecidos em relação ao padrão interno TMS (δTMS = 0,0 ppm). 
bMultiplicidade: d (dupleto), s (simpleto) sl (simpleto largo). cDados da literatura: 1Experimentos 

de RMN realizados a 100 MHz para 1H, utilizando CDCl3 como solvente (SINGH, 1982); 
2Experimentos de RMN realizados a 75 MHz para 13C, utilizando CDCl3 como solvente 

(CHANTONG et al., 2009) 

Fonte: autora 
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Tabela 29 – Correlações observadas nos mapas de contorno HSQC e HMBC para o 

composto VII. 

Posição δC
a DEPT HSQC HMBC 

2 164,5 --- --- H-3, H-14 

3 110,3 CH 5,95 H-14 

4 177,7 --- --- H-8 

5 138,3 --- --- H-11, H-13 

6 118,1 CH 6,58 H-8, H-11 

7 161,1 --- --- H-6, H-8 

8 101,3 CH 6,70 H-6 

9 159,0 --- --- H-8 

10 113,9 --- --- H-3, H-6, H-8, H-11 

11 48,9 CH2 4,11 H-6, H-13 

12 204,5 --- --- H-13, H-11 

13 29,8 --- --- --- 

14 19,4 --- --- H-3 
aDeslocamentos químicos (δ em ppm) estabelecidos em relação ao padrão interno TMS  

(δTMS = 0,0 ppm).  

Fonte: autora.  

 

Figura 148 – Principais correlações (H−C) observadas no mapa de contorno HMBC de 

VII. 

 

Fonte: autora. 

 

Para confirmar a estrutura proposta, do composto VII, foi realizada a análise por 

espectrometria de massas sequencial no modo negativo. O EM-IES obtido da dissociação 

induzida por colisão do íon m/z 231 [M − H]− com N2, gerou como principal fragmento o 

íon em m/z 189 (Figura 149), que pode ser atribuído a uma eliminação neutra de ceteno 
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(CH2-C=O, 42 u) a partir do íon molecular (Figura 150), que é consistente com a estrutura 

da cassiacromona (VII).  

 

Figura 149 – EM/EM-IES-(−) do composto VII  (m/z 231 [M − H]−, energia de colisão 

20 eV). 

 
Fonte: autora. 

 

Figura 150 – Proposta de fragmentação do composto VII analisado por                     

EM/EM-IES-(–). 

 

Fonte: autora. 
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Figura 151 – Espectro de RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6) do composto VII. 

 

Fonte: autora. 
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Figura 152 – Espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-d6) do composto VII. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 153 – Espectro de DEPT 135 (100 MHz, DMSO-d6) do composto VII. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 154 – Mapa de contorno HSQC do composto VII. 

 
Fonte: autora. 
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Figura 155 – Mapa de contorno HMBC do composto VII. 

 

Fonte: autora. 
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Figura 156 – Ampliação do mapa de contorno HMBC (δ 1,9–4,4). 

 
Fonte: autora. 
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Figura 157 – Ampliação do mapa de contorno HMBC (δ 5,7–7,0). 

 
Fonte: autora. 
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4.9.8 – Elucidação estrutural do composto VIII  

 

 

O composto VIII (2,1 mg) foi isolado da fração acetato de etila das flores. 

Quando analisado por CLAE apresentou um pico majoritário com tR 20,49 min 

(Figura 158) e espectro na região do UV-Vis característico de flavonoides pertencentes 

as classes das flavonas e flavonois. Foram observadas duas bandas principais com 

máximos de absorção em λmáx 350 (Banda I) e 254 mn (Banda II), que estão associadas 

as absorções dos sistemas cinamoil e benzoil, respectivamente (MABRY, MARKHAM, 

THOMAS, 1970).  

 

Figura 158 – Cromatograma (CLAE-DAD, 254 nm) em coluna analítica da fração 

MDFAC04 F6.  

 

Condições CLAE: Coluna: Phenomenex Lunna C18 (250 mm × 4,6 mm, 5 µm); gradiente 

(50 min), 5−100% de MeOH-HCO2H 0,1%; C = 1,0 mg/mL, Vinj. = 50 µL, fluxo 1,0 mL/min) e 

detector DAD.  

Fonte: autora. 
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A análise da fração MDFAC04 F6 por espectrometria de massas em alta 

resolução, modo negativo, possibilitou estabelecer a fórmula molecular C21H20O11, com 

índice de deficiência de hidrogênio igual a doze. O sinal referente a molécula 

desprotonada foi observado em m/z 447,0937 [M − H]− calculado para C21H19O11, 

447,0933 (Δ 0,9 ppm). O sinal em m/z 895,1962 corresponde ao adulto contendo duas 

moléculas (Figura 159). 

 

Figura 159 – EM-IES-(−) em alta resolução do composto VIII. 

Fonte: autora. 

 

Quando submetida a análise por espectrometria de massas sequencial no modo 

negativo, a dissociação induzida por colisão do íon molecular m/z 447 [M − H]− com N2,  

gerou como principais fragmentos os íons em m/z 285 e 284 (Figura 160). A eliminação 

neutra da unidade monossacarídica (162 u), na posição C-7, forneceu o fragmento em 

m/z 285, enquanto a clivagem homolítica entre a aglicona e o glicosídeo, com eliminação 

de 163 u, gerou o fragmento em m/z 284 (Figura 161), que é consistente com os dados 

descritos na literatura para a estrutura da luteolina-7-O-glucosídeo (VIII). A abundância 

relativa do íon aglicona radicalar (m/z 284) em comparação ao íon aglicona desprotonado 

(m/z 285) é um bom indicativo para inferir em qual posição a unidade monossacarídica 

está ligada. Estudos demonstram que a presença de uma unidade glicosídica na posição 

C-7 direciona a formação do íon aglicona desprotonado no modo negativo 

(GONZALES et al., 2014; HVATTUM, EKEBERG, 2003). 

 

[M − H]− 

[2M − H]− 
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Figura 160 – EM/EM-IES-(−) do composto VIII  (m/z  [M − H]− energia de colisão 

20 eV). 

Fonte: autora. 

 

Figura 161 – Proposta de fragmentação do composto VIII analisado por                  

EM/EM-IES-(–).  

 

Fonte: autora. 
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4.9.9 – Elucidação estrutural do composto IX. 

 

 

O composto IX foi identificado em mistura com VIII, na fração acetato de etila 

das flores. Quando analisado por CLAE apresentou doi picos com tR 20,46 min (VIII) e 

20,98 min (IX) (Figura 162). Os espectros na região de UV-Vis obtidos a partir da análise 

por CLAE, apresentou as duas bandas principais características dos flavonoides 

(MABRY, MARKHAM, THOMAS, 1970).  

 

Figura 162 – Cromatograma (CLAE-DAD, 254 nm) em coluna analítica da fração 

MDFAC04F5. 

 

Condições CLAE: Coluna: Phenomenex Lunna C18 (250 mm × 4,6 mm, 5 µm); gradiente 

(50 min.), 5−100% de MeOH-HCO2H 0,1%; C = 1,0 mg/mL, Vinj. = 50 µL, fluxo 1,0 mL/min) e 

detector DAD.  

Fonte: autora. 
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índice de deficiência de hidrogênio igual a doze. O sinal referente a molécula 

desprotonada foi observado em m/z 463,0878 [M − H]− calculado para C21H19O12, 

463,0882 (Δ 0,9 ppm). O sinal em m/z 927,1824 corresponde ao adulto contendo duas 

moléculas (Figura 163). 

 

Figura 163 – EM-IES-(−) em alta resolução do composto IX. 

Fonte: autora. 
 

Quando submetido a análise por espectrometria de massas sequencial no modo 

negativo, a dissociação induzida por colisão do íon molecular m/z 463 [M − H]− com N2,  

gerou como principais fragmentos os íons em m/z 301 e 300 (Figura 164), que foram 

atribuídos à eliminações neutra e radicalar, respectivamente, da unidade monossacarídica 

na posição C-3. Diferentemente do que foi observado em VIII, a abundância do íon 

aglicona radicalar (m/z 300) é maior do que o íon aglicona desprotonado (m/z 301) em 

IX, o que é consistente com os dados descritos na literatura para compostos com unidade 

glicosídica na posição C-3 (Figura 165) e, corrobora com a estrutura da quercetina-3-O-

glucosídeo (IX) (GONZALES et al., 2014; HVATTUM, EKEBERG, 2003). 

 

 

 

 

 

[M − H]− 

[2M − H]− 
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Figura 164 – EM/EM-IES-(−) do composto IX (m/z  [M − H]−  energia de colisão 

20  eV). 

 
Fonte: autora. 

 

Figura 165 – Proposta de fragmentação do composto IX analisado por EM/EM-IES-(–). 

 

Fonte: autora. 
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5 – CONCLUSÕES 

 

Espécies pertencentes aos gêneros Senna e Cassia, representam uma alternativa 

promissora na medicina tradicional, sendo que várias são utilizadas no tratamento de 

diferentes enfermidades. Estudos científicos comprovam que espécies de ambos os 

gêneros são capazes de produzir uma vasta diversidade de classes de substâncias, que 

foram relacionadas as atividades laxativas, antibacterianas, antifúngicas, hepatoprotetora, 

antimalárica, antidiabética, entre outras. Estes dados mostram a importância de estudos 

direcionados para espécies dos gêneros Senna e Cassia, visando sua utilização como fonte 

de recursos terapêuticos. Assim, foram selecionadas dez espécies (C. fistula, 

C.  bakeriana, S. macranthera, S. occidentalis, S. siamea, S. pendula, S. obtusifolia, 

S.  spectabilis, S. silvestris e S. alata), que são frequentemente utilizadas na medicina 

tradicional e preparados os extratos etanólicos das flores e folhas, que foram avaliados 

frente as atividades antimicrobiana, citotóxica e inibidora da lipase pancreática.  

Na avaliação da atividade de inibição da lipase pancreática, os extratos das flores 

de C. fistula e S. macranthera apresentaram os melhores resultados, com percentual de 

inibição de 67,10 ± 0,58% e 72,81 ± 9,08%, respectivamente, quando avaliados na 

concentração de 240 µg mL–1. Na análise seriada o extrato etanólico das flores de 

C.  fistula apresentou inibição de 50% da enzima (IC50) na concentração de 

25,68 ± 1,72 µg mL–1. No que diz respeito a composição química das flores de C. fistula, 

foram identificados por EM/EM-IES, diversos compostos fenólicos, a maioria 

pertencente a classe dos flavonoides, entre estes kaempferol-3-O-rutinosideo, presente 

em elevada abundândia na espécie, e pode estar relacionado à atividade inibidora da lipase 

pancreática observada no ensaio com o extrato.  

A análise dos resultados da avaliação da atividade antimicrobiana (bactérias 

bucais aeróbias, anaeróbias e leveduras) dos extratos, permitiu observar que os melhores 

resultados foram do extrato etanólico das flores de S. macranthera frente às leveduras 

C.  tropicalis, C. albicans e C. glabrata, com valores de CIM variando de 5,86 a 

23,43 µg mL−1. Quando as frações (hexano, diclorometano, acetato de etila e 

hidroalcoólica) obtidas do extrato das flores de S. macranthera, foram avaliadas contra 

as três cepas de Candida, a fração acetato de etila apresentou pronunciada atividade 

antifúngica, frente as três leveduras testadas, com valores de CIM de 5,86, 23,43 e 

23,43 µg mL−1 para C. glabrata, C. albicans e C. tropicalis, respectivamente. Estes 

resultados indicam que as substâncias presentes nesta fração têm polaridade semelhante 
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à do solvente utilizado (AcOEt), e de acordo com relatos da literatura para espécies destes 

gêneros, é possível observar uma predominância de composos fenólicos. 

Na avaliação da atividade citotóxica, os melhores resultados também foram 

observados para o extrato etanólico e fração acetato de etila das flores de S. macranthera, 

com valores de IS variando entre 1,34 e 1,94. Estes resultados mostram que as flores de 

S. macranthera são uma fonte promissora de novos agentes antifúngicos, uma vez que 

apresentou elevada atividade antifúngica associada com baixa citotoxicidade. Estes 

resultados nos direcionaram para um estudo mais detalhado desta espécie o que permitiu 

associar a atividade biológica à presença de vários compostos fenólicos, principalmente 

proantocianidinas, evidenciados através da técnica de CLAE-IES-EM/EM. Foram 

identificados, na fração acetato de etila, dezoito compostos, sendo um ácido orgânico (1), 

dois flavan-3-ol (2 e 3), uma flavona (4), dois flavonois glicosilados (5 e 6), cinco dímeros 

(7−11b) e sete trímeros de proantocianidinas (12−).  

Na análise do perfil metabólico das diferentes espécies de Senna e Cassia, o uso 

da espectrometria de massas (EM-ESI e EM/EM-ESI), tanto por infusão direta, quanto 

acoplada a CLAE permitiu confirmar a predominância dos alcaloides piperidídicos em 

S.  spectabilis. Também permitiu, com base no padrão de fragmentação e nos dados de 

EM de alta resolução, realizar a identificação estrutural de algumas classes de compostos 

típicos para os gêneros Cassia e Senna. Foram identificados principalmente flavonoides 

C- e O-glicosilados. Um alcaloide da classe das cassiarinas (cassiarina A) foi identificado 

nas flores e folhas de S. siamea e flores de S. silvestris, sendo este o primeiro relato deste 

metabólito em S. silvestris. Vale destacar que em ensaios por cromatografia em camada 

delgada, utilizando reveladores específicos como o iodocloroplatinato e Dragendorff, não 

foi possível observar resultado positivo, o que indica que este composto esteja presente 

em concentrações abaixo do limite de detecção desta técnica, mas que foi detectado por 

EM, evidenciando a sensibilidade da técnica. Também foram identificados compostos 

pertencentes a classe das antraquinonas, cromonas, dihidroisocumarinas e ácidos 

fenólicos. 

A análise quimiométrica dos espectros de massas permitiu observar que em todos 

os modelos, S. macranthera se mantém separada das demais espécies, o que indica uma 

composição (tanto da flor quanto da folha) diferenciada em relação as outras espécies 

analisadas. O mesmo comportamento foi observado para S. spectabilis, o que corrobora 

com a presença majoritária dos alcaloides piperidínicos somente nesta espécie. A análise 

das flores e folhas de S. siamea e S. silvestris, nos modos positivo e negativo, motrou que 
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ambas se mantêm próximas, o que sugere uma composição química semelhante. No 

entanto, a análise das flores de S. obtusifolia, no modo negativo, apresentou uma maior 

separação das demais espécies. As análises das demais espécies, indicam que existe uma 

grande similaridade na composição química. 

S. silvestris foi selecionada para o estudo químico por não apresentar relatos na 

literatura. Através do fracionamento cromatográfico, realizado com o extrato etanólico 

das flores, foram isolados e identificados as antraquinonas crisofanol (I) e fisciona (II), o 

ácido palmítico (III), os flavonoides luteolina (IV) e aromadendrina (V), a 

dihidroisocumarina 6-hidroximeleina (VI) e a cromona cassiacromona (VII). Também 

foi possível identificar por CLAE-DAD e EM/EM-IES, os flavonoides glicosilados 

luteolina-7-O-glucosídeo (VIII) e quercetina-3-O-glucosídeo (IX). Estes resultados 

contribuem para o conhecimento químico desta espécie, realizado pela primeira vez neste 

trabalho. 
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