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RESUMO 

Este trabalho teve como objetivo o estudo químico, determinação dos teores de 

fenóis e flavonoides totais e a avaliação das atividades antirradicalar e mutagênica 

dos extratos hidroalcoólicos (70% de etanol, v/v) de folhas de Pouteria torta e 

Pouteria ramiflora (Sapotaceae). O estudo por HPLC-DAD, HPLC-ESI-IT-MS2, 

HPLC-ESI-QTRAP-MS2 e ESI-IT-MS/MS possibilitou a identificação de treze 

substâncias derivadas da miricetina, quercetina, apigenina além do ácido gálico e do 

ácido quinico. Com a técnica HPLC-DAD foi possível quantificar as substâncias 

miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo, miricetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo e 

miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo nos extratos hidroalcoólicos das duas 

espécies. Os teores de miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo encontrados foram de 

2,53 e 13,55 mg.g-1 de extrato para P. torta e P. ramiflora, respectivamente. Para 

miricetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo foi encontrado 1,33 mg.g-1 de extrato de P. 

torta. Os valores encontrados para miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo foram de 

2,20 e 9,61 mg.g-1 de extrato para P. torta e P. ramiflora, respectivamente. O extrato 

hidroalcoólico de P. torta apresentou 11,66 mg.g-1 de extrato de fenóis totais e 16,11 

mg.g-1 de extrato de flavonoides totais, enquanto a infusão das folhas apresentou 

90,83 mg.g-1 de infuso de fenóis totais e 5,56 mg.g-1 de infuso de flavonoides totais. 

Pouteria ramiflora apresentou 125,87 mg.g-1 de extrato de fenóis totais e 48,82 mg.g-

1 de extrato de flavonoides totais. O teor de fenóis totais na infusão folhas de P. 

ramiflora foi de 55,85 mg.g-1 de infuso, enquanto o teor de flavonoides totais foi de 

27,84 mg.g-1 de infuso.  A atividade antirradicalar utilizando DPPH indicou IC50 de 

3,83 e 0,18 mg.mL-1 para os extratos hidroalcoólicos de P. torta e P. ramiflora, 

respectivamente, quando comparados aos valores encontrados para os padrões de 

quercetina (0,03 mg.mL-1) e ácido gálico (0,01 mg.mL-1). Para as infusões os valores 

encontrados foram de 0,53 e 2,62 mg.mL-1 para P. torta e P. ramiflora, 

respectivamente. Ambos os extratos apresentaram atividade mutagênica in vitro pelo 

Teste de Ames. O extrato hidroalcoólico de P. torta apresentou mutagenicidade às 

linhagens TA97a e TA98, enquanto o extrato hidroalcoólico de P. ramiflora 

apresentou mutagenicidade à linhagem TA97a, em ausência de metabolização, 

sugerindo a necessidade de estudos mais criteriosos dessas espécies, que são 

utilizadas na medicina popular como vermífugos e no combate à diarreia. 

 

Palavras-chave: Padronização de extratos vegetais, flavonoides, espectrometria de 

massas, atividade antirradicalar, teste de Ames. 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

This work aimed the chemical study, and the determination of total phenols and 

flavonoids amounts and the evaluation of the antiradical and mutagenic activities of 

hydroethanolic extracts (70% ethanol, v / v) of Pouteria torta and Pouteria ramiflora 

(Sapotaceae). The study by HPLC-DAD, HPLC-ESI-IT-MS/MS, HPLC-ESI-QTRAP-

MS/MS and ESI-IT-MS/MS allowed the identification of thirteen substances derived 

from myricetin, quercetin, apigenin, and, in addition, gallic acid and quinic acid. It was 

possible to quantify substances by HPLC-DAD technique: myricetin-3-O-β-D-

galactopyranoside, myricetin-3-O-α-L-arabinopyranoside and myricetin-3-O-α-L-

rhamnopyranoside (M-3-O-RHA) in the hydroethanolic extracts of P. torta  and P. 

ramiflora leaves. The amounts of M-3-O-GAL found were 2,53 and 13,55 mg.g-1 of 

extract for P. torta and P. ramiflora respectively. For M-3-O-ARA was found 1,33 

mg.g-1 of P. torta extract. The values found for M-3-O-RHA were 2,20 and 9,61 mg.g-

1 of extract for P. torta and P. ramiflora respectively. The hydroalcoholic extract of P. 

torta presented 11,66 mg.g-1 of extract for total phenols and 16,11 mg.g-1 of extract 

for total flavonoids, while the infusion of the leaves showed 90,83 mg.g-1 of infusion 

for total phenols and 5,56 mg.g-1 of infusion for total flavonoids. Pouteria ramiflora 

showed 125,87 mg.g-1 of extract for total phenols and 48,82 mg.g-1 of extract for total 

flavonoids. The total phenolic content in leaves infusion of P. ramiflora was 55,85 

mg.g-1, whereas the content of total flavonoids was 27,84 mg.g-1 of infusion. The 

antiradical activity using DPPH showed IC50 of 3,83 and 0,18 mg.mL-1 for the 

hydroethanolics extracts of P. torta and P. ramiflora, respectively, when compared to 

the values found for the standards of quercetin (0,03 mg .mL-1) and gallic acid (0,01 

mg.mL-1). For infusions the values were 0,53 and 2,62 mg.mL-1 for P. torta and P. 

ramiflora respectively. Both extracts showed in vitro mutagenic activity by the Ames 

Test. The hydroethanolic extract of P. torta showed mutagenicity against TA97 and 

TA98 strains, while the hydroethanolic extract of P. ramiflora showed mutagenicity 

against TA97 strain in the absence of metabolism, suggesting that more careful 

studies of these species are necessary, once these species are used in folk medicine 

as vermifuges and combating diarrhea. 

Keywords: Plant extracts padronization, flavonoids, mass spectrometry, antiradicalar 

activity, Ames test. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Gênero Pouteria 

A família Sapotaceae Juss. é subdividida em 5 classes com 53 gêneros e 

cerca de 1250 espécies, distribuídas por todo o mundo, principalmente nas regiões 

tropicais e subtropicais da Ásia e da América do Sul  (SWENSON e ANDERBERG, 

2005). Dentre os 53 gêneros, o gênero Pouteria Aubl. possui cerca de 325 espécies 

(TRIONO et al., 2007). Muitas delas produzem frutos comestíveis e muitas espécies 

são utilizadas na medicina popular para diversos propósitos. 

Algumas das atividades biológicas reportadas para este gênero são 

antioxidante (MANOSROI et al., 2005), antibacteriana e antifúngica (AGRIPINO et 

al., 2004; BOLETI et al., 2007).  

Muitas espécies de Pouteria têm sido utilizadas na medicina popular para o 

tratamento de febre, inflamação, erupções cutâneas, úlcera, diabetes (MA et al., 

2004; MONTENEGRO et al., 2006), diarréia (PERFEITO et al., 2005), náusea, 

vômito, dor nas costas, além do uso para estimular a lactação (MANOSROI et al., 

2005). Em muitos casos, estudos científicos que comprovem as atividades 

farmacológicas atribuídas a essas plantas são inexistentes. 

Os principais metabólitos secundários encontrados neste gênero são 

triterpenos e flavonóides (MA et al., 2004; MONTENEGRO et al., 2006; CHE et al., 

1980). 

Dentre as espécies deste gênero estão Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. e 

Pouteria torta (Mart.) Radlk., árvores encontradas no Brasil nos domínios 

fitogeográficos da Amazônia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlântica (ALVES-ARAUJO, 

2014), as quais foram objeto de investigação deste trabalho. 

 

 

 

 



25 
 

1.2 Pouteria torta 

As figuras 1 e 2 mostram as folhas e frutos de P. torta. Esta espécie 

apresenta porte arbóreo e pode medir entre 8 e 14 m de altura (LORENZI, 1992). 

As cascas da árvore P. torta, comumente chamada de “guapeva”, “curiola”, 

“acá ferro”, “abiu do cerrado” e “grão de galo”, são utilizadas como remédio contra 

diarreia (PERFEITO et al., 2005). 

Figura 1. Folhas e flores de P. torta. 

 

Fonte: LOPES, 2014. 

Figura 2. Frutos de P. torta. 

 

Fonte: KUHLMANN, 2014a. 
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Os resultados de estudos químicos e biológicos encontrados na literatura são 

apresentados abaixo. 

Silva et al. (2009) isolaram e identificaram a partir do extrato metanólico folhas 

de de P. torta, por high speed counter current chromatography (HSCCC), os 

flavonoides miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosideo, miricetina-3-O-α-L-

arabinopiranosídeo e miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo. Souza et al. (2012a) 

também citam o isolamento de miricetina-3-O-rhamnopiranosídeo na espécie sem, 

no entanto, esclarecer o tipo de extrato e qual parte vegetal foram utilizados.  

Che et al. (1980) isolaram triterpenos a partir de extratos metanólico e etéreo 

de galhos de  P. torta, sendo eles acetato de β-amirina, acetato de α-amirina, ácido 

betulínico e ácido ursolico. Perfeito et al. (2005) isolaram acetato de lupeol do 

extrato hexanólico da mesma espécie.  

Os extratos aquosos e etanólicos de folhas de P. ramiflora e P. torta 

apresentam atividade antioxidante superior ao controle positivo (BHT – butil 

hidroxitolueno) (Castro et al., 2006). 

Quanto à citotoxicidade, Perfeito et al. (2005) encontraram valores de 0,28 

mg.L-1 e 0,27 mg.L-1 de atividade citotóxica para Artemia salina, respectivamente, 

para extrato aquoso bruto e fração acetonitrila: clorofórmio do extrato etanólico de 

folhas de P. torta. 

Mesquita et al. (2009) testaram os extratos hexânicos e etanólicos de folhas, 

hastes e raízes de P. torta para efeito citotóxico em linhagens de células de câncer 

de cólon, cerebral, leucemia e melanoma, sendo que os extratos não demonstraram 

efeito antiproliferativo em concentrações menores ou iguais a 50 µg.mL-1. 

Os resultados de Elias et al. (2013) para citotoxicidade de extratos aquoso, 

etanólico e hexânico de folhas de P. torta demonstraram que, em linhagens de 

células de câncer oral e câncer de mama, todos os extratos apresentaram efeito 

citotóxico em concentração de 500 mg.mL-1, sendo o extrato hexânico o que 

apresentou maior citotoxidade às células estudadas. Ainda neste trabalho, foi 

observado que para o extrato hexânico, o aumento da concentração do extrato 

aplicado às células aumentou o efeito citotóxico. Já para os extratos aquoso e 
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etanólico, a mesma correlação não foi observada. Os autores utilizaram 

concentrações de 125, 250, 500, 750 e 1000 mg.mL-1 de extrato, sendo que o efeito 

citotóxico foi observado até a concentração de 500 mg.mL-1 e, em concentrações 

maiores, ocorreu um aumento no número de células viáveis. 

Extratos aquoso, etanólico e hexânico de folhas de P. torta também foram 

testados para atividade inibidora de α-Amilase e α-Glucosidase, enzimas digestivas 

responsáveis pelo aumento da taxa glicêmica no sangue, sendo esta atividade 

inibidora uma alternativa para o tratamento de diabetes mellitus (SOUZA et al., 

2012b). Os autores concluíram que os extratos apresentaram alta porcentagem de 

inibição enzimática, relacionando a atividade inibitória à presença de fenóis, 

flavonoides e terpenos nesta espécie. 

Souza et al. (2012a) estudaram o efeito inibitório de extratos aquoso, 

etanólico e hexânico de folhas de P. torta sobre a enzima tirosinase, que atua na 

biossíntese de melanina. Sua inibição pode ser uma alternativa para o tratamento de 

hiperpigmentação da pele por acúmulo de melanina. O extrato aquoso de folhas de 

P. torta demonstrou ter boa atividade inibitória contra essa enzima, apresentando 

IC50 de 30,01 µg.mL-1. Entretanto, neste mesmo estudo, não houve efeito citotóxico 

dos extratos na concentração do IC50 em linhagens de células de fibroblastoma e 

queratinócitos. 
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1.3 Pouteria ramiflora 

A espécie P. ramiflora (Figura 3) é uma árvore que mede cerca de 10 m de 

altura (LORENZI, 1992). 

Figura 3. Frutos de P. ramiflora. 

 

Fonte: KUHLMANN, 2014b. 

As raízes e as cascas de P. ramiflora, chamada de “grão de galo”, 

“massaranduba” ou “pitomba de leite”, também são usadas como remédios contra 

diarreia, bem como vermífugo (CASTRO et al., 2006). 

Fontes Junior et al. (2009) verificaram em ensaios farmacológicos clássicos 

que o extrato etanólico de P. ramiflora apresentou efeito anti-inflamatório e 

analgésico em camundongos em concentrações de 50 e 100 mg.Kg-1, entretanto os 

mecanismos de ação dos extratos não foram elucidados. 

Em estudo sobre o efeito citotóxico de extratos hexânicos e etanólicos de 

folhas, hastes e raízes de P. ramiflora em linhagens de células de câncer de cólon, 

cerebral, leucemia e melanoma, Mesquita et al. (2009) concluíram que os extratos 

não apresentam efeito antiproliferativo em concentrações menores ou iguais a 50 

µg.mL-1. 

Extratos aquoso, etanólico e hexânico de folhas de P. ramiflora também foram 

testados para atividade inibidora de α-Amilase e α-Glucosidase (SOUZA et al., 

2012b), sendo que os extratos aquoso e etanólico apresentaram alta porcentagem 

de inibição enzimática. Os dados corroboram com os apresentados por Gouveia et 

al. (2013), que em estudos com camundongos concluíram que o extrato etanólico 



29 
 

das folhas de P. ramiflora apresentaram inibição de α-Amilase salivar de 61%, sendo 

a redução mais pronunciada ainda para extratos de caule e raiz, que apresentaram 

inibição maior que 95%. Os autores concluíram que a administração diária do extrato 

de P. ramiflora nas doses de 25, 50 e 100 mg.Kg-1, por oito dias, foi capaz de reduzir 

o peso corporal e o nível glicêmico nos animais. Esses dados sugerem que o extrato 

polar de P. ramiflora diminui a atividade amilolítica da saliva e reduz os níveis de 

glicose sanguínea. 

 O efeito neuroprotetor de extrato hidroalcoólico (50%, v/v) de folhas de P. 

ramiflora foi avaliado por Costa et al. (2013). Os autores observaram que ratos com 

diabetes induzida por streptozotocina e tratados com o extrato apresentaram 

melhora no índice glicêmico e concluíram que houve um efeito neuroprotetor contra 

danos oxidativos no cérebro dos animais tratados com 500 mg.Kg-1 de extrato. 

Souza et al. (2012a) também estudaram o efeito inibitório de extratos aquoso, 

etanólico e hexânico de folhas de P. ramiflora sobre a enzima tirosinase. Os extratos 

de P. ramiflora não apresentaram valores de IC50 significativos, assim como para P. 

torta. 

 

1.4 Padronização de extratos vegetais 

O uso da biodiversidade brasileira para a obtenção de fitoterápicos é um tema 

que tem ganhado cada vez mais atenção. Nesse sentido, foi publicado o Decreto 

Presidencial n° 5.813, de 22 de junho de 2006 (BRASIL, 2006) que aprova a política 

nacional de plantas medicinais e fitoterápicos. Este decreto tem como um de seus 

objetivos ampliar as opções terapêuticas aos usuários, com garantia de acesso a 

plantas medicinais, fitoterápicos e serviços relacionados à fitoterapia, com 

segurança, eficácia e qualidade, na perspectiva da integralidade da atenção à 

saúde, considerando o conhecimento tradicional sobre plantas medicinais. 

O estudo das espécies P. torta e P. ramiflora está inserido no projeto temático 

Biota Fapesp número 09/52237-9 intitulado Produtos Naturais – Fitoterápicos 

padronizados para o tratamento de doenças crônicas. 

No contexto do panorama nacional e mundial, as doenças crônicas 

representam um sério problema no sistema público de saúde. Dentre essas 
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doenças, estão aquelas relacionadas ao sistema gastrintestinal (úlceras, colites, 

diarréia), diabetes, dor e inflamação, problemas do sistema imunológico e cânceres.  

Este projeto tem como um de seus principais objetivos o estudo químico e 

farmacológico de plantas nativas da flora brasileira a fim de se obter fitoterápicos 

padronizados para o tratamento de doenças crônicas. Para tanto, este projeto 

estuda os extratos hidroalcoólicos (EtOH:H2O, 70:30, v/v), obtidos por percolação 

exaustiva, do material vegetal seco e pulverizado. 

No caso de P. torta e P. ramiflora, as partes dos vegetais escolhidas para 

obtenção dos extratos foram as folhas, pois estas espécies se encontram na forma 

de arbustos e árvores. Assim, as folhas apresentam maior viabilidade para a coleta, 

podendo ser coletadas em qualquer época do ano, o que não representa um risco 

de extermínio para a espécie, como no caso da coleta de cascas ou raízes. 

A avaliação química e farmacológica de espécies vegetais é condição sine 

qua non para sua utilização segura como fitoterápico (AGÊNCIA..., 2004).  

Como definição de fitoterápico, citamos a RDC N° 48/04 da ANVISA 

(AGÊNCIA..., 2004) que preconiza: “medicamento obtido empregando-se 

exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. É caracterizado pelo conhecimento 

da eficácia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constância 

de sua qualidade. Sua eficácia e segurança são validadas através de levantamentos 

etnofarmacológicos de utilização, documentações tecnocientíficas em publicações 

ou ensaios clínicos fase 3”, sendo ensaios clínicos fase 3 aqueles responsáveis por 

comprovar a eficácia e segurança de um medicamento (AGÊNCIA..., 2008). 

Outro importante conceito trazido pela RDC N° 48/04 da ANVISA 

(AGÊNCIA..., 2004) é o de Marcador, que é o “componente ou classe de compostos 

químicos (ex: alcalóides, flavonóides, ácidos graxos, etc.) presente na matéria-prima 

vegetal, idealmente o próprio princípio ativo, e preferencialmente que tenha 

correlação com o efeito terapêutico, que é utilizado como referência no controle de 

qualidade da matéria-prima vegetal e dos medicamentos fitoterápicos”.  

Dentre a documentação necessária para registro de medicamento fitoterápico, 

de acordo com a RDC N° 14/10, está o laudo de análise da droga vegetal, que deve 
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conter “o perfil cromatográfico ou prospecção fitoquímica da espécie” e “análise 

quantitativa do(s) marcador(es) ou controle biológico” (AGÊNCIA..., 2010). 

O perfil de uma planta traçado pelo uso de HPLC contendo um ou mais 

componentes característicos da planta pode ser considerado a impressão digital 

(fingerprint) da espécie, proporcionando a identificação da presença dos marcadores 

e também de outros compostos, oferecendo uma caracterização completa da planta 

ou do produto analisado além de permitir a distinção entre espécies próximas 

(DRASARA & MORAVCOVA, 2004; LIU et al., 2007). 

A técnica de HPLC é frequentemente acoplada com detectores ultravioleta 

(UV) ou de arranjo de diodos (DAD), sendo HPLC-DAD amplamente utilizada devido 

à sua rapidez, simplicidade e conveniência.  

Atualmente, a padronização de fitoterápicos é realizada com base no teor de 

uma substância marcadora presente no extrato, indicando que se a mesma estiver 

presente em quantidade apropriada também os demais componentes estarão 

igualmente representados (DAVID et al., 2004).  

A quantificação de marcadores em extratos vegetais requer um método 

validado para sua confiabilidade. De acordo com a ANVISA, a validação deve 

garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda às exigências das 

aplicações analíticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve 

apresentar especificidade, linearidade, intervalo, precisão, sensibilidade, limite de 

quantificação, exatidão, adequados à análise (AGÊNCIA..., 2003). 

O uso de HPLC-DAD na quantificação de compostos em extratos vegetais 

pode ser verificado na literatura como uma alternativa econômica, simples e 

confiável para a padronização de extratos vegetais (IRAKLI et al., 2012; CARDOSO 

et al., 2012, SALDANHA et al., 2013;).  

Portanto, diante deste contexto e considerando que as espécies P. torta e P. 

ramiflora são amplamente utilizadas pela população, este trabalho realizou a 

padronização dos extratos hidroalcoolicos das folhas destas espécies utilizando 

HPLC-DAD. Paralelamente, a caracterização química dos extratos hidroalcólicos foi 

realizada por HPLC-ESI-IT-MS/MS, HPLC-ESI-QTRAP-MS/MS e ESI-IT-MS/MS, 

além da avaliação da atividade mutagênica pelo teste de Ames. Também foram 
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avaliados os teores de flavonoides e fenóis totais e a atividade antirradicalar dos 

extratos hidroalcoólicos, infusões, e das substâncias derivadas da miricetina, 

isoladas dos extratos de P. torta e P. ramiflora. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral  

Realizar o estudo químico, determinação dos teores de fenóis e flavonoides 

totais e a avaliação das atividades antirradicalar e mutagênica dos extratos 

hidroalcoólicos (70% de etanol, v/v) de folhas de Pouteria torta e Pouteria ramiflora 

(Sapotaceae). 

2.1 Objetivos específicos 

 A partir dos extratos hidroalcoólicos (70% EtOH, v/v) obtidos das folhas de P. 

torta e P. ramiflora: 

 Traçar o perfil cromatográfico por HPLC-DAD dos extratos hidroalcoólicos e 

infusões das folhas de P. torta e P. ramiflora; 

 

 Identificar metabólitos secundários dos extratos hidroalcoólicos das folhas de 

P. torta e P. ramiflora por HPLC-ESI-IT-MS/MS, HPLC-ESI-QTRAP-MS/MS e 

ESI-IT-MS/MS; 

 

 Detectar e identificar os marcadores químicos dos extratos hidroalcoólicos 

das folhas de P. torta e P. ramiflora; 

 

 Padronizar os extratos hidroalcoólicos das folhas de P. torta e P. ramiflora por 

meio da quantificação de seus marcadores químicos por HPLC-DAD; 

 

 Quantificar os fenóis e flavonoides totais nos extratos hidroalcoólicos e 

infusões das folhas de P. torta e P. ramiflora; 

 

 Avaliar as atividades antiradicalar com DPPH e mutagênica pelo Teste de 

Ames dos extratos hidroalcoólicos das folhas de P. torta e P. ramiflora. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Solventes e reagentes 

Solventes grau analítico: etanol e metanol (Synth®). 

Solventes grau HPLC: Ácido trifluoracético, acetato de etila e metanol (Tedia®) 

e água purificada em sistema Milli-Q (Merck Millipore). 

Solvente deuterado: DMSO-d6 (Cambridge Isotope Laboratories). 

Padrões: Miricetina (98%), quercetina (98%), e ácido gálico (99%) (Sigma-

Aldrich®). 

Demais metabólitos, isolados e caracterizados por RMN de 1H, HMBC, HSQC 

e TOCSY-1D, fazem parte de um banco de padrões pertencente ao Laboratório de 

Fitoquímica. Miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (M-3-O-GAL), miricetina-3-O-α-

L-arabinopiranosídeo (M-3-O-ARA) e miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo (M-3-O-

RHA) foram isolados do extrato metanólico de P. torta por Silva et al., 2009. 

Quercetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (Q-3-O-GAL) foi isolada por Rodrigues 

(2007) de infusão de Davilla elliptica. 

Reagentes para avaliação do potencial antirradicalar, fenóis totais e 

flavonoides totais: 1,1-difenil-1-picril-hidrazila (Merck), reagente de Folin-Ciocalteau 

(Dinâmica®), carbonato de sódio (Synth®), cloreto de alumínio (Synth®).  

 

3.2  Material vegetal 

Folhas de P. torta foram coletadas na cidade de Botucatu, São Paulo, em 

maio de 2011, pelo Prof. Dr. Luiz Fernando Rolim do Instituto de Biociências da 

Unesp de Botucatu. Uma exsicata foi identificada e depositada no IB – UNESP de 

Botucatu, sob o número BOTU 27806.  

Folhas de P. Ramiflora foram coletadas na cidade de Cáceres, Mato Grosso, 

em setembro de 2011, pelo Prof. Dr. Fernando Ferreira de Morais, da Universidade 
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Estadual de Mato Grosso. Uma exsicata foi identificada e depositada no Herbário 

Rioclarense da UNESP, sob o número HRCB 58166.  

 

3.3  Extrações e infusões 

As folhas de P. torta e P. ramiflora foram secas em estufa a 40°C até peso 

constante. Em seguida foram trituradas em moinho de facas. 

Os extratos e infusões foram preparados a partir das folhas secas e 

pulverizadas conforme os fluxogramas apresentados nas Figuras 4 e 5. 

Figura 4. Fluxograma da preparação dos extratos hidroalcoólicos de P. torta e P. 

ramilfora. 

 

O material vegetal foi submetido ao procedimento de percolação exaustiva 

com EtOH:H2O (70:30, v/v) (PRISTA, 1995). Um volume de material moído foi 

previamente intumescido com dois volumes de etanol 70% (v/v) durante 2 horas. 

Após esse período, o percolador foi empacotado com a mistura (pó + etanol 70%), 

sendo o empacotamento feito da forma mais homogênea possível, evitando a 
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formação de bolhas ou buracos no conteúdo alocado dentro do percolador. A altura 

do enchimento obedeceu a proporção 5:1 (cada 5 referente ao percolador 1 do pó 

da espécie) em relação ao tamanho do percolador. A vazão do percolador ficou 

entre 1,0 e 2,0 mL.min-1.Kg-1 de droga vegetal comum tamanho médio de partícula 

de 1 a 3 mm. 

Uma parte do pó das folhas de P. torta (500 g) foi percolado, originando 152,0 

g de extrato EtOH 70% (30,4 % de rendimento). 

Foram percolados 601, 87 g de pó das folhas de P. ramiflora (601,87 g), 

fornecendo 90,54 g de extrato EtOH 70% (15,04 % de rendimento). 

Figura 5. Fluxograma da preparação das infusões de P. torta e P. ramilfora. 

 

Infusões foram utilizadas na preparação de extratos aquosos de folhas das 

espécies vegetais. Os infusos foram preparados na proporção de 10% (m/v), sendo 

adicionado ao material vegetal moído água fervente (AGÊNCIA..., 2013). O 

recipiente foi mantido fechado e deixado em repouso por 10 min. Posteriormente, a 

solução do infuso foi filtrada em papel filtro. 

Os extratos e os infusos foram rotaevaporados sob pressão reduzida, em 

temperatura de 40°C, e posteriormente liofilizados para completa remoção da água. 
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Foram armazenados em recipientes fechados e acondicionados em dessecador. O 

rendimento para a infusão de P. torta foi de 1,64%, enquanto para P. ramiflora foi de 

17,57%. 

Foram utilizados rotaevaporador modelo Laborota 4001 - efficient, marca 

Heidolph®, equipado com bomba a vácuo modelo Rotavac valve control Heidolph® e 

liofilizador da marca Savant Instruments INC., modelo Micro Modulyo. 

 

3.4  Análise por HPLC-DAD 

A pesagem dos extratos e dos padrões comerciais ou purificados utilizados na 

preparação das amostras e soluções estoque foi feita em balança analítica TE214S, 

de capacidade para 200 g e precisão de 0,001 g (Sartorius®). 

A preparação dos extratos consistiu de uma etapa de clean up por extração 

em fase sólida, utilizando-se um cartucho Phenomenex® Strata C18 (500 mg.6 mL-1), 

previamente ativado com 5 mL de metanol e equilibrado com 5 mL de MeOH:H2O 

(95:5, v/v).  Uma solução de 2 mL de extrato EtOH 70% em MeOH:H2O (95:5, v/v), 

contendo de 60 mg de extrato, foi eluída com a mesma fase móvel utilizada para 

equilíbrio do cartucho e coletada em balão volumétrico de 5 mL, tendo seu volume 

completado ao final da eluição, fornecendo uma solução de extrato com 

concentração de 12 mg.mL-1. Ao final, a solução foi filtrada em um filtro de PTFE 

Millex® com tamanho de poro de 0,22 µm. Alíquotas de 20 µL destas soluções foram 

injetadas no HPLC-DAD. 

As soluções de infuso foram preparadas na concentração de 5 mg.mL-1 em 

água e filtradas em filtro de PTFE Millex® com tamanho de poro de 0,22 µm. 

Foram realizados ensaios cromatográficos com os extratos EtOH 70% e 

infusos das espécies em um equipamento HPLC  Jasco constituído de bomba 

quaternária PU-2089S Plus, detector MD-2018 Plus Photodiode Array Detector 

(PAD), injetor automático AS-2055 Plus e forno de coluna CO-2065 Plus.   O 

software  ChromNAV 1.18.03 (Jasco) foi utilizado para controle, coleta e 

processamento dos dados. A coluna utilizada foi Phenomenex® Synergi® Hydro-RP 

(25 cm x 4.6 mm x 5 m), sendo que uma pré-coluna de mesmo recheio, C18 AQ, 
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(2.5 cm x 3 mm) foi utilizada para proteção da coluna. A vazão utilizadada na análise 

foi de 1 mL.min-1. A temperatura utilizada no forno da coluna foi ajustada para 40°C. 

 

3.5  Análises de RMN 

Os experimentos realizados para confirmação da estrutura dos padrões não 

comerciais foram: 1H, TOCSY-1D, gHMBC e gHMQC. 

A obtenção dos espectros dos padrões de miricetinas glicosiladas e de Q-3-

O-GAL foi realizada em espectrômetro de ressonância magnética nuclear de 600 

MHz (14,1 T) Bruker AscendTM III 600. 

 

3.6  Espectrometria de massas 

 

3.6.1 HPLC-ESI-IT-MS/MS  

O extrato EtOH 70% de P. torta foi analisado por HPLC-ESI-IT-MS2. O extrato 

foi diluído a uma concentração de 1 mg.mL-1 em MeOH:H2O (95:5, v/v) e filtrado em 

filtro de PTFE Millex com tamanho de poro de 0,22 µm. 

Os experimentos foram realizados em espectrômetro de massas modelo LCQ 

FleetTM (Thermo Scientific®), com analisador de massa Ion Trap 3D e ionização por 

electrospray acoplado a um sistema de HPLC e UHPLC AccelaTM High Speed LC 

(Thermo Scientific®).  

A coluna utilizada foi Phenomenex® Synergi® Hydro RP18 (25 cm x 4,6 mm x 

5 m), sendo que uma pré-coluna de mesmo recheio (2,5 cm x 3 mm) foi utilizada 

para proteção da coluna. Foi feita a análise por gradiente exploratório utilizando 

água:metanol de 95:5 a 0:100 em 60 minutos, sendo ambos os solventes 

acidificados com 0,1% de ácido acético. A vazão durante a corrida de HPLC foi de 

0,8 mL.min-1. Foram injetados 20 µL de amostra. 

O ESI-MS operou nas seguintes condições: Modo negativo; Voltagem do 

capilar -4 V, voltagem do “spray” -4,5 kV, temperatura do capilar 275ºC, gás de 

arraste N2 com uma vazão de 60 (unidades arbitrárias). A faixa de aquisição foi m/z 
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50-1000, com dois eventos de varredura realizados simultaneamente no 

espectrômetro de massas. O primeiro evento foi uma varredura completa (full-scan) 

do espectro de massas para adquirir os dados dos íons na faixa estabelecida. 

Posteriormente foram realizados experimentos de MS/MS a partir dos dados da 

primeira varredura para íons precursores pré-selecionados, com energia de colisão 

entre 25 e 30% da energia total do instrumento. 

O software XcaliburTM versão 1.3 (Thermo Scientific®) foi utilizado para 

tratamento dos dados.  

 

3.6.2 HPLC-ESI-QTRAP-MS/MS 

 Os extratos EtOH 70% de P. torta e P. ramiflora foram analisados por HPLC-

ESI-QTRAP-MS2. 

 As amostras foram preparadas em MeOH:H2O (95:5, v/v) na concentração de 

5 ppm e filtradas em filtro de PTFE Millex com tamanho de poro de 0,22 µm. 

Foi utilizado equipamento HPLC da Agilent® 1200 Series (autosampler 1200 

Series, detector DAD 1260, bomba quaternária 1200 e forno para coluna 1200 

Series) acoplado a espectrômetro de massas 3200 QTRAP (quadrupolo – ion trap 

linear) AB SCIEX®, com ionização por electrospray, que foi operada no modo 

negativo.  

A coluna utilizada foi Phenomenex® Synergi® Hydro RP18 (25 cm x 4,6 mm x 

5 m), sendo que uma pré-coluna de mesmo recheio (2,5 cm x 3 mm) foi utilizada 

para proteção da coluna. A vazão utilizadada na análise foi de 1 mL.min-1. 

A análise foi realizada utilizando gradiente, onde, inicialmente, a fase móvel 

consistiu de água:ampecetonitrila (80:20, v/v), levando 30 minutos para atingir 

água:acetonitrila (58:42, v/v). A fase móvel utilizada foi acidificada com 0,1% de 

ácido acético. A temperatura do forno da coluna foi ajustada pra 40°C. 

O equipamento de ESI-IT-MS operou nas seguintes condições: Modo 

negativo; Voltagem “spray” -4,5 kV, temperatura do capilar 600ºC, gás de arraste N2 

com uma pressão de 12 psi. Gás 1: 50 psi, Gás 2: 50 psi, Interface heater: ON, DP 
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(Declustering Potential) -45.0 V, EP (Entrance Potential) -10.0 V e CEP (Cell 

entrance potential) -20.0 V. A faixa de aquisição foi m/z 120-700. Energia de colisão: 

25,0 V. 

Inicialmente, as análises foram realizadas no modo varredura de íons 

utilizando o analisador Quadrupolo. No entanto, devido à baixa concentração das 

amostras, optou-se por utilizar o modo de varredura de íons aprisionados no ion trap 

linear. Já para os experimentos de fragmentação utilizou-se o triplo quadrupolo, 

onde diferentes íons (m/z) foram selecionados no primeiro quadrupolo (Q1), 

fragmentados na câmara de indução (CID, câmara de colisão, Q2) e os respectivos 

fragmentos foram monitorados no terceiro quadrupolo (Q3). 

O software Analyst 1.5 (AB SCIEX®) foi utilizado para tratamento dos dados. 

 

3.6.3 ESI-IT-MS/MS 

Os extratos de P. torta e P. ramiflora foram analisados em um espectrômetro 

LTQ-XL (Thermo Scientific®) no modo de ionização por electrospray (ESI) e as 

fragmentações em múltiplos estágios (MS/MS) realizadas em uma interface do tipo 

ion-trap (IT). O modo negativo foi escolhido. Para a geração e análise dos espectros 

de massas foram ajustadas as seguintes condições: voltagem do capilar –4 V, 

voltagem do spray –5 kV, temperatura do capilar 280 °C, gás de arraste (N2) fluxo 60 

(unidades arbitrárias). A faixa de aquisição foi de m/z 150-1000, com dois ou mais 

eventos de varredura realizados simultaneamente no espectrômetro de massas 

LTQ-XL. O primeiro evento foi uma varredura completa (full-scan) do espectro de 

massas para adquirir os dados dos íons na faixa m/z estabelecida. Posteriormente 

foram realizados experimentos de MS/MS a partir dos dados da primeira varredura 

para íons precursores pré-selecionados, com energia de colisão entre 25 e 30% da 

energia total do instrumento. O software Xcalibur 1.3 (Thermo Scientific®) foi utilizado 

durante a aquisição e para processamento dos dados espectrométricos. 
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3.7  Ensaios químicos e biológicos 

Ensaios químicos para avaliação do teor de fenóis totais, flavonoides totais e 

a capacidade de captura do radical livre por DPPH foram realizados em triplicata 

utilizando-se equipamento Thermo Plate TP-READER Basic para leitura das 

absorbâncias nos comprimentos de onda selecionados para cada ensaio. 

3.7.1 Avaliação do Potencial Antirradicalar 

 O potencial antirradicalar foi avaliado por meio de um ensaio 

espectrofotométrico, de acordo com metodologia descrita por Pauletti et al. (2003) e 

Brand-Williams et al. (1995) utilizando-se uma solução de DPPH 0,004 % em 

metanol, o que foi misturado à solução da amostra em análise. Soluções estoque de 

padrões foram preparadas a partir de 1 mg da amostra teste em 1 mL de metanol. 

Em seguida foram realizadas diluições até as concentrações de 500,00; 250,00; 

125,00; 62,50; 31,25; 15,63 e 7,81 µg.mL-1 para os padrões. Soluções estoque de 

extratos e infusões foram preparadas a partir de 10 mg da amostra teste em 1 mL de 

metanol. Em seguida foram realizadas diluições até as concentrações de 5.000,00; 

2.500,00; 1.250,00; 625,00; 312,50; 156,25 e 78,13 µg.mL-1 para os extratos e 

infusões. A cada 20µL da amostra foram adicionados 200 µL da solução de DPPH. 

Após 30 minutos de reação, as absorbâncias das soluções foram medidas a 517 nm. 

A solução referência foi constituída de 20µL de metanol acrescido de 200µL da 

solução de DPPH. Foram utilizados padrões de quercetina, Q-3-O-GAL, miricetina, 

M-3-O-GAL e ácido gálico, os quais foram submetidos ao mesmo procedimento 

experimental. 

 

3.7.2 Determinação do Teor de Fenóis Totais 

 A concentração de fenóis totais foi determinada colorimetricamente conforme 

o procedimento padrão de Folin-Ciocauteau (KÄHKÖNEN, M.P. et al. 1999; 

GHASEMZADEH, A. et al. 2010). Para o mesmo, utilizou-se: 

 Extratos e infusões a 1 mg.mL-1 de metanol;  

 Solução de Folin-Ciocauteau 6,67% em água; 

 Solução de Na2CO3 saturada (200 mg.mL-1); 



42 
 

 Ácido Gálico, utilizado como padrão a 1 mg.mL-1 de metanol. 

 

Procedimento:  

 Primeiramente procedeu-se às diluições para a curva de calibração do ácido 

gálico nas concentrações de 1,95; 3,91; 7,81; 15,63; 31,25; 62,50; 125,00 e 

250,00 μg.mL-1. 

 Adicionou-se em placa de 96 poços, 150 μL da solução de Folin-Ciocauteau e 

50 μL de amostra e diluições padrões; 

 Aguardou-se 3 minutos; 

 Adicionou-se 50 μL de solução de Na2CO3 saturada; 

 Aguardou-se 2 horas; 

 Após isto, realizou-se leitura em espectrofotômetro UV/Visível (ELISA) a λ 750 

nm. 

 Todo o procedimento foi realizado em triplicata. 

 

3.7.3 Determinação do Teor de Flavonoides Totais 

Foi realizada a partir do método colorimétrico no qual ocorre a complexação 

dos flavonoides com cloreto de alumínio de acordo com metodologia padrão de 

Peixoto Sobrinho et al. (2008) e Jurd & Geissman, (1956) modificado, onde a 

quercetina foi utilizada como padrão. Para este experimento preparou-se: 

 Extratos e infusões a 1 mg.mL-1 de metanol;  

 Quercetina a 1 mg.mL-1 de metanol; 

 AlCl3 solubilizado em MeOH:H2O (8:2) a uma concentração de 2% (m/v). 

Procedimento:  

 Primeiramente procedeu-se às diluições para a curva de calibração da 

quercetina nas concentrações de 1,95; 3,91; 7,81; 15,63; 31,25; 62,50; 125,00 

e 250,00 μg.mL-1; 

 Adicionou-se em placa de 96 poços 100 μL de solução de AlCl3 2%; 

 Em seguida, adicionou-se 100 μL da amostra ou diluições da solução padrão 

de quercetina; 
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 Aguardou-se 1 hora; 

 Após isto, realizou-se leitura em espectrofotômetro UV/Visível (ELISA) a λ = 

415 nm. 

 

 

3.7.4 Ensaio Salmonella/Microssoma (Teste de Ames) 

Os ensaios de atividade mutagênica foram realizados pela aluna de iniciação 

científica Juliana Ferreira de Souza, orientada pela Profa. Dra. Eliana Aparecida 

Varanda, do programa de pós-graduação em Biociências e Biotecnologias Aplicadas 

à Farmácia do Centro de Ciências Farmacêuticas da UNESP, câmpus Araraquara. 

Foram utilizadas as linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102 de Salmonella 

typhimurium, gentilmente cedidas pelo Dr. Bruce Ames, da Universidade Berkeley, 

Califórnia, USA, com e sem ativação metabólica pelo método de pré-incubação 

(Maron & Ames, 1983). 

As cepas de culturas congeladas foram cultivadas em caldo nutriente Onoid 

n°2 por 12-14h. A fração microssomal S9, preparada de fígados de ratos Sprague-

Dawley tratados com Aroclor 1254 (Molecular Toxicology Inc., Boone, NC, USA). O 

sistema de ativação metabólica consistiu de 4% de fração S9, 1% de MgCl2 0,4 M, 

1% de KCl 1,65 M, 0,5% de D-glucose-6-fosfato dissódica, 4% de NADP 0,1 M, 50% 

de tampão fosfato 0,2 M e 39,5% de água destilada estéril. A mistura de ativação 

metabólica (S9) foi preparada antes de cada teste. 

Cinco doses diferentes do extrato hidroalcoólico de P. torta e P. ramiflora 

foram diluídas em DMSO. As concentrações foram selecionadas com base em um 

teste preliminar de toxicidade. Em todos os ensaios subsequentes, o limite máximo 

de dosagem foi a maior concentração não tóxica ou a menor concentração tóxica do 

teste preliminar. 

As várias concentrações (0,62; 1,25; 2,5; 5,0 e 7,5 mg/placa para P. torta e 

1,25; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 mg/placa para P. ramiflora) dos extratos foram misturadas a 

0,1mL de cultura de bactérias e 0,5 mL de tampão fosfato pH 7,4 (ou 0,5 mL da 

mistura S9 em ensaios com ativação metabólica) e incubadas por 20-30 minutos a 

37° C. 
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Após esse tempo, adicionou-se 2 mL de ágar superfície (“top agar”) e 

plaqueiou-se em meio mínimo glicosado. Após solidificação do “top agar”, as placas 

foram incubadas por 48 horas, a 37°C e as colônias revertentes His+ foram contadas 

manualmente. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

Os resultados foram analisados com o programa estatístico Salanal (U.S. 

Environmental Protection Agency, Monitoring Systems Laboratory, Las Vegas, NV, 

version 1.0, do Research Triangle Institute, RTP, North Carolina, USA), adotando o 

modelo de Bernstein et al. (1982). O efeito dose-resposta foi avaliado por análise de 

variância (ANOVA) entre as médias do controle negativo e os testes, seguindo uma 

regressão linear. Foram também calculadas as razões de mutagenicidade (RM), que 

são a média do número de revertentes do teste dividida pela média de revertentes 

do controle negativo. O teste foi considerado positivo quando a RM foi maior ou igual 

a dois em pelo menos uma concentração (SANTOS et al., 2006). O controle 

negativo foi feito com o solvente dos extratos vegetais (DMSO, 75 µL/placa). Os 

controles positivos, para confirmação da reversão, foram 4-nitrofenilenodiamina 

(NPD) para TA98 e TA97a, azida sódica para TA100 e mitomicina C para TA102. 

Nos ensaios com ativação metabólica, foram usados 2-antramine para TA98, TA97a 

e TA100 e 2-aminofluoreno para TA102. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1  Confirmação Estrutural dos padrões não comerciais 

 Os padrões não comerciais (M-3-O-GAL, M-3-O-ARA, M-3-O-RHA e Q-3-O-

GAL) utilizados para a identificação dos picos obtidos nos cromatogramas por 

HPLC-DAD dos extratos hidroalcoólicos de P. torta e P. ramiflora foram submetidos 

a análises por HPLC-DAD e RMN.  

Os cromatogramas a 254 nm e os espectros no UV obtidos da análise por 

HPLC-DAD dos padrões não comerciais são mostrados na Figura 6. Dados da 

literatura (MARKHAM, 1982) confirmam que estas substâncias são flavonoides, 

sendo que os máximos de absorção apresentados na Tabela 1 estão dentro da faixa 

esperada para flavonóis 3-O-substituídos (λ= 250-280 nm para a banda I e λ= 330-

360 nm para a banda II). 

Tabela 1. Tempos de retenção e máximos de absorção dos padrões obtidos por HPLC-UV-

DAD. Para condições cromatográficas veja Seção 2.4. 

Substância λmax (nm) tR (min) 

Miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo 258, 357 5,11 

Miricetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo 257, 357 6,39 

Miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo 259, 349 6,74 

Quercetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo 256, 354 7,03 

 

Para a confirmação estrutural completa dos padrões, registramos os 

espectros de RMN mono e bidimensionais, que serão discutidos a seguir. Os dados 

foram comparados e encontraram-se em concordância com os encontrados na 

literatura (AGRAWAL, 1989; ANDERSEN e MARKHAM, 2006; MARKHAM, 1982). 
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Figura 6. Cromatogramas a 254 nm e espectros no UV, obtidos por HPLC-DAD, dos 

padrões não comerciais utilizados: M-3-O-GAL (a), M-3-O-ARA (b), M-3-O-RHA (c) e Q-3-O-
GAL (d). 
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Miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (M-3-O-GAL) 

Esta substância apresentou-se como um sólido de cor amarela. O espectro de 

RMN 1H desta substância (Figura 8) mostrou sinais de hidrogênios na região 

aromática sendo: um simpleto largo em δ 7,21 (1H) indicando que o anel B do 

flavonoide é tetrassubstituído. Outros dois dupletos, de hidrogênios acoplados em 

meta (1H cada, J = 2,4 Hz) foram observados em  δ 6,20 e 6,38, que foram 

atribuídos aos hidrogênios H-8 e H-6 respectivamente. A falta do simpleto em  δ 6,70 

(ANDERSEN & MARKAM, 2006) confirmou que a posição 3 do flavonoide está 

substituído, sugerindo a presença de derivado de flavonol. 

Foi observado ainda um dupleto em δ 5,34 (1H, J = 7,8 Hz) indicando que 

este flavonoide possui um açúcar com configuração em β. Os demais hidrogênios do 

açúcar foram observados entre δ 3,29 e 3,64 (Tabela 2). 

A identidade do açúcar foi confirmada com o experimento TOCSY/1D (Figura 

9). Neste experimento observou-se que quando o hidrogênio em δ 5,34 (H-1′) sofreu 

irradiação, este apresentou correlações com os hidrogênios em δ 3,61 (H-2” ); 3,36 

(H-3”)  e 3,64 (H-4”), confirmando portanto que tratava-se de uma galactose. 

O mapa de contornos gHSQC (Figura 10) possibilitou atribuir todos os 

hidrogênios e seus respectivos carbonos 1J.  Com o mapa de contornos gHMBC 

(Figura 11) foi possível verificar a 3J as correlações entre os hidrogênios e os 

carbonos, indicados na Tabela 2.  

Portanto os dados espectroscópicos confirmam que esta substância é a 

miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo. 
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Figura 7. Estrutura representativa de um flavonol glicosilado. 
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Figura 8. Espectro RMN 1H de miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (600 MHz, DMSOd6). 
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Figura 9. Espectro TOCSY/1D de miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (600 MHz, DMSOd6). 
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Figura10. Mapa de contornos por gHSQC de miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (600 MHz, DMSOd6). 
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Figura 11. Mapa de contornos por gHMBC de miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (600 MHz, DMSOd6). 
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Miricetina-3-O-α-arabinopiranosídeo (M-3-O-ARA) 

Esta substância também se apresentou como um sólido amarelo. O espectro 

de RMN 1H (Figura 12) apresentou-se semelhante ao de M-3-O-GAL. As diferenças 

significativas observadas foram na região do açúcar. Observou-se um dupleto em δ 

5,20 (1 H, J = 5,4 Hz).  

O espectro TOCSY/1D (Figura 13) foi obtido irradiando seletivamente o sinal 

do hidrogênio em  5,20, o que levou a um sistema de spin típico da arabinose, pela 

correlação com somente três sinais ( 3,78,  3,51 e  3,65), compatível com uma 

unidade de arabinose (PAWAN et al., 1992).  

A configuração α-L-arabinopiranosídica foi deduzida mediante aos valores de 

constantes de acoplamento entre JH1-H2 (5,4 Hz) (ISHII et al., 1991 e LEMIEUX et al., 

1966) e segundo Servettaz et al. (1984) arabinopiranose com constante de 

acoplamento de 7,0 Hz é típica de β-piranosídeo. 

Segundo Agrawal (1989), a diferenciação entre furanose e piranose pode ser 

prontamente realizada observando-se os deslocamentos químicos dos carbonos 1”, 

2” e 4”. Para a furanose estes valores apresentam deslocamentos químicos em 

campo mais baixo (4-14 ppm). Por exemplo, observa-se para o C1” ( 109,1 e 

104,7); para o C2” ( 81,5 e  71,6) e para o C4” ( 84,7 e  69,1) para α-furanose e 

α-piranose respectivamente. 

Através da análise do mapa de contornos por gHSQC (Figura 14) foi possível 

deduzir a forma piranosídica do açúcar.  Os sinais em  102,3,  71,0,  72,2,  69,6 

e  66,5 são correspondentes a uma unidade de -L-arabinopiranosídeo.  A Figura 

15 apresenta o mapa de contornos por gHMBC para a substância. 

Portanto os dados espectroscópicos confirmam que esta substância é a 

miricetina-3-O--L-arabinopiranosídeo. 
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Figura 12. Espectro RMN 1H de miricetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (600 MHz, DMSOd6). 
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Figura 13. Espectro TOCSY/1D de miricetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (600 MHz, DMSOd6). 
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Figura 14. Mapa de contornos por gHSQC de miricetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (600 MHz, DMSOd6). 
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Figura 15. Mapa de contornos por gHMBC de miricetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (600 MHz, DMSOd6). 
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Miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo (M-3-O-RHA) 

O espectro de RMN desta substância (Figura 16), também um sólido de cor 

amarela, apresentou diferenças daqueles das substâncias anteriormente discutidas 

unicamente pelos sinais relativos à unidade de açúcar.  

O espectro de RMN de 1H (Figura 16) exibiu o sinal do hidrogênio anomérico 

em  5,20 (d, J = 1,2 Hz). No espectro de RMN 1H desta substância é evidente 

também um dubleto  0,85 (3H, J = 6 Hz), típico de um 6-deoxi-açúcar. 

A completa sequência dos deslocamentos químicos da unidade de açúcar foi 

obtida através de experimentos 1D-TOCSY (Figura 17), iniciando pelo hidrogênio 

anomérico. A irradiação do sinal em  5,20 forneceu o sistema de spins do α-L-

rhamnopiranosídeo, com correlação somente com o hidrogênio em  3,36 (H-2, sL). 

Dessa forma, a unidade sacarídica pôde ser identificada como sendo o -L-

rhamnopiranosídeo. 

O mapa de contornos por gHSQC (Figura 18) forneceu os deslocamentos 

químicos necessários para a identificação da aglicona. 

Os valores de 1H e 13C que foram atribuídos mediante experimentos gHSQC, 

gHMBC (Figura 29) e TOCSY/1D. 

Portanto os dados espectroscópicos confirmam que esta substância é a 

miricetina-3-O--L-rhamnopiranosideo. 
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Figura 16. Espectro RMN 1H de miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo (600 MHz, DMSOd6). 
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Figura 17. Espectro TOCSY/1D de miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo (600 MHz, DMSOd6). 
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Figura 18. Mapa de contornos por gHSQC de miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo (600 MHz, DMSOd6). 
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Figura 19. Mapa de contornos por gHMBC de miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo (600 MHz, DMSOd6). 
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Quercetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo 

O espectro de RMN 1H (Figura 20, Tabela 2) possibilitou identificar um 

dupleto em  7,67 (J = 8,4 Hz), um dupleto a  7,53 (J = 1,8 Hz) e um dupleto a  

6,82 (J = 8,4 Hz) foram atribuídos aos hidrogênios do anel B da aglicona. Dois outros 

hidrogênios acoplados em meta em  6,38 (d, J = 1,2 Hz) e  6,18, foram atribuídos 

aos H-8 e H-6 respectivamente (ANDERSEN e MARKHAM, 2006).  

O sinal  5,36 (J = 7,2 Hz) foi atribuído a uma unidade de D-hexose com 

configuração-. Os demais deslocamentos químicos do açúcar foram identificados 

entre  3,29 – 3,65. 

O experimento TOCSY/1D (Figura 21) possibilitou identificar a unidade de 

açúcar.  A irradiação do hidrogênio anomérico ( 5,36) apresentou correlação com 

os hidrogênios em δ 3,65 (H-2”); 3,37 (H-3”) e 3,57 (H-4”), confirmando portanto que 

tratava-se de uma galactose. 

Os experimentos gHSQC (Figura 22) e gHMBC (Figura 23) possibilitaram 

atribuir a correlação de cada hidrogênio com seu respectivo carbono a 1J e a 3J. 

Com base nessas evidências, esta substância, foi determinada como sendo a 

quercetina-3-O--D-galactopiranosídeo. 
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Figura 20. Espectro RMN 1H de quercetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (600 MHz, DMSOd6). 
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Figura 21. Espectro TOCSY/1D de quercetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (600 MHz, DMSOd6). 
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Figura 22. Mapa de contornos por gHSQC de quercetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (600 MHz, DMSOd6). 

 
 



67 
 

Figura 23. Mapa de contornos por gHMBC de quercetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (600 MHz, DMSOd6). 

 



68 
 

Tabela 2. Deslocamentos químicos (ppm) de RMN 1H (600 MHz) e de 13C (150 MHz) de M-

3-O-GAL, M-3-O-ARA, M-3-O-RHA e Q-3-O-GAL -  600 MHz (DMSOd6). 

H/C M-3-O-GAL M-3-O-ARA M-3-O-RHA Q-3-O-GAL 

2 155,9 - 156,7 - 157,9 - 155,9 - 

3 n.d - n.d -  - n.d. - 

4 n.d - n.d -  - n.d. - 

5 n.d - n.d -  - n.d. - 

6 99,0 
6,20 d 

(2,4) 
99,0 

6,20 d 

(2,4) 
99,0 

6,20 d 

(1,8) 
99,0 

6,20 d 

(2,4) 

7 n.d - n.d -  - n.d. - 

8 93,7 
6,38 d 

(2,4) 
93,8 

6,39 d 

(1,8) 
93,9 

6,38 d 

(2,4) 
93,7 

6,38 d 

(2,4) 

9 n.d - n.d -  - n.d. - 

10 104,3 -  - 104,6 - 104,3 - 

1' n.d - n.d - n.d. - 121,5 - 

2' 108,9 7,20 sl 108,8 7,16 sl 108,3 6,89 sl 116,2 
7,53 d 

(1,8)  

3' 145,7 - 145,9 - 145,4 - 145,4 - 

4' 137,0 - 136,8 - 136,8 - 148,5 - 

5' 145,7 - 145,9 - 145,4 - 115,6 
6,82 d 

(8,4)  

6' 108,9 7,20 sL 108,8 7,16 sL 108,3 6,89 sL 122,2 
7,67 d 

(8,4)  

 Galactose Arabinose Rhamnose Galactose 

1'' 102,4 
5,34 d 

(7,8) 
102,0 

5,20 d 

(5,4) 
102,3 

5,20 d 

(1,2) 
102,1 

5,37 d 

(7,2) 

2'' 71,5 
3,61 t 

(7,8)  
72,2 3,50 70,3 3,98  71,6 3,57 
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3'' 73,7 3,36 71,0 3,78 70,8 3,55 73,6 3,37 

4'' 68,6 
3,64 dd 

(1,2) 
66,5 3,65 71,6 3,16 68,3 3,65 

5'' 

 

 

76,3 3,32 m 64,7 

3,65 

3,23 

70,7 3,35  76,2 3,33 

6'' 60,4 

3,46 

3,29  

- - 14,3 
0,85 d 

(6,0) 
60,4 

3,45 

3,29 

Obs. *Valores obtidos através dos experimentos de HSQC e HMBC.  
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4.2 Fingerprint dos extratos hidroalcoólicos e infusões e coinjeção com 

padrões por HPLC-DAD 

 O perfil cromatográfico traçado por HPLC-DAD é de grande utilidade no 

estudo de extratos polares, pois com o espectro no UV é possível inferir a classe de 

substâncias, bem como identificar substâncias conhecidas através da comparação 

com o tempo de retenção (Tr) e espectro no UV de padrões autênticos (comerciais 

ou já isolados em laboratório) (RINALDO et al., 2010; RODRIGUES et al., 2008). 

Desta maneira, optou-se pelo desenvolvimento de uma metodologia baseada 

em análises por HPLC-DAD na tentativa de realizar a identificação dos metabólitos 

secundários presentes nas matrizes estudadas empregando experimentos de 

coinjeção de padrões autênticos e/ou substâncias previamente isoladas e 

caracterizadas. 

A etapa de clean-up utilizando cartuchos de RP18, anterior à análise por 

HPLC-DAD, é responsável pela eliminação de parte das substâncias apolares 

presente nos extratos, o que colabora para a concentração dos analitos de interesse 

da amostra (SNYDER et al., 1997). O sistema de eluição utilizado para esta etapa, 

MeOH:H2O (95:5, v/v), foi escolhido pois concentrações maiores de metanol 

originam eluatos que representam melhor as condições dos extratos originais em 

cromatografia de fase reversa (RODRIGUES, 2007), uma condição muito importante 

para ensaios de quantificação por HPLC-DAD.  

Inicialmente, foram obtidos cromatogramas dos extratos hidroalcoólicos de 

folhas de P. torta e P. ramiflora utilizando-se um gradiente exploratório onde a 

concentração de MeOH (solvente B) em H2O (solvente A) variou de 5 a 100% (v/v) 

em 60 minutos (Figura 24). 
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Figura 24. Cromatogramas dos extratos hidroalcoólicos de folhas de P. torta (a) e P. 
ramiflora (b). Coluna Phenomenex® Synergi® Hydro-RP (250 x 4,6 mm, 5μm), 5 a 100% de 

B em 60 min (Solvente A: H2O acidificada com 0,1% de TFA; Solvente B: MeOH acidificado 
com 0,1% de TFA), 40°C, λ = 254 nm, vazão 1 mL min-1. 

 

 

 Os resultados obtidos nortearam as ações subsequentes para a melhoria da 

separação dos picos. 

Várias condições foram testadas para que se obtivesse a melhor separação 
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móvel consistiu de H2O:ACN (80:20, v/v), levando 30 minutos para atingir H2O:ACN 

(58:42, v/v). A fase móvel utilizada foi acidificada com 0,1% de ácido trifluoracético 

(TFA). 

A otimização do método cromatográfico foi realizada segundo abordagem 

sugerida por Snyder et al. (1997) para o delineamento de uma separação por 

gradiente de eluição, que envolve a estimativa da inclinação da curva do gradiente 

para melhora da resolução e variação do solvente B para melhora da seletividade. 
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Figura 25. Cromatogramas dos extratos hidroalcoólicos de folhas de P. torta (a) e P. 
ramiflora (b). Cromatogramas sobrepostos (c). Coluna Phenomenex® Synergi® Hydro-RP 

(250 x 4,6 mm, 5μm), 20 a 42% de B em 30 min (Solvente A: H2O acidificada com 0,1% de 
TFA; Solvente B: ACN acidificada com 0,1% de TFA), 40°C, λ = 254 nm, vazão 1 mL min-1. 
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(2009), foram realizados ensaios de coinjeção dos extratos com 10% de padrões 

(padrão:extrato, m/m) de ácido gálico, M-3-O-GAL, M-3-O-ARA, M-3-O-RHA e Q-3-

O-GAL (Figuras 26 e 27). 

Com os resultados obtidos, juntamente aos espectros no UV dos picos 

majoritários dos cromatogramas dos extratos de P. torta e P. ramiflora, pudemos 

atribuir a presença dos compostos fenólicos atribuídos aos picos identificados na 

Figura 28 e apresentados na Tabela 3. 
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Figura 26. Cromatogramas do extrato hidroalcoólico de folhas de P. torta (a) e de sua 
coinjeção com ácido gálico (b), miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (c), miricetina-3-O-α-
L-arabinopiranosídeo (d), miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo (e) e quercetina-3-O-β-D-
galactopiranosídeo (f). Cromatogramas sobrepostos (c). Coluna Phenomenex® Synergi® 

Hydro-RP (250 x 4,6 mm, 5μm), 20 a 42% de B em 30 min (Solvente A: H2O acidificada com 
0,1% de TFA; Solvente B: ACN acidificada com 0,1% de TFA), 40°C, DAD (254 nm), vazão 
1 mL min-1. 
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Figura 27. Cromatogramas do extrato hidroalcoólico de folhas de P. ramiflora (a) e de sua 
coinjeção com ácido gálico (b), miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (c), miricetina-3-O-α-
L-arabinopiranosídeo (d), miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo (e) e quercetina-3-O-β-D-
galactopiranosídeo (f). Cromatogramas sobrepostos (c). Coluna Phenomenex® Synergi® 

Hydro-RP (250 x 4,6 mm, 5μm), 20 a 42% de B em 30 min (Solvente A: H2O acidificada com 
0,1% de TFA; Solvente B: ACN acidificada com 0,1% de TFA), 40°C, DAD (254 nm), vazão 
1 mL min-1. 
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Figura 28. Cromatogramas HPLC-DAD dos extratos hidroalcoólicos de folhas de P. torta (a) 
e P. ramiflora (b). Picos identificados: ácido gálico (1), miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo 
(2), miricetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (3), miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo (4) e 
quercetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (5). Coluna Phenomenex® Synergi® Hydro-RP (250 x 

4,6 mm, 5μm), 20 a 42% de B em 30 min (Solvente A: H2O acidificada com 0,1% de TFA; 
Solvente B: ACN acidificada com 0,1% de TFA), 40°C, DAD (254 nm), vazão 1 mL min -1. 

 

Tabela 3. Máximos de absorção no UV e tempos de retenção (tR) dos picos identificados 
nos extratos hidroalcoólicos de folhas de P. torta e P. ramiflora. 

  P. torta P. ramiflora 

Substância Pico λmax (nm) tR (min) λmax (nm) tR (min) 

Ácido gálico 1 272 3,37 272 3,57 

Miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo 2 260, 357 5,05 259, 355 5,11 

Miricetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo 3 263, 355 6,22 264, 354 6,22 

Miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo 4 260, 350 6,57 261, 350 6,62 

Quercetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo 5 254, 352 6,95 254, 352 6,95 

 

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 

0 

50000 

100000 

In
te

n
si

d
a
d
e
 [

µ
V
]

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 

Tempo de retenção [min]

0 

1000000 

2000000 

a

b

1

1

2

2

3

3

4

4

5

5



77 
 
 

 Os dados obtidos dos espectros no UV dos picos 1-5, para ambos os 

extratos, corroboram com os resultados obtidos nos ensaios de coinjeção. 

Alguns valores encontrados na literatura para os máximos de absorção do 

ácido gálico foram de 272 nm (RINALDO et al., 2010) e 271 nm (RODRIGUES, 

2007), já em flavonoides são encontradas duas bandas de absorção. A Banda I é 

associada a absorção do Anel B (sistema cinamoil) e a Banda II é atribuída ao Anel 

A, que envolve a absorção do sistema benzoil (Figura 29). 

Segundo Markham. (1982) os máximos de absorção esperados para flavonóis 

3-O-substituídos estão dentro da faixa de 250-280 nm para a banda II e 330-360 nm 

para a banda I, o que faz com que os máximos de absorção apresentados pelos 

picos 2, 3 e 4 apontem para a presença desta classe de flavonoides nos extratos 

estudados. 

Figura 29. Representação dos sistemas benzoil e cinamoil em um núcleo flavonoídico e 

bandas I e II em um espectro no UV de flavonoide. 

 

 

 As estruturas das substâncias propostas para os picos 1-5 dos extratos 

hidroalcoólicos de folhas de P. torta e P. ramiflora são mostradas na Figura 30. 
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Figura 30. Estrutura dos compostos fenólicos identificados em extratos hidroalcoólicos de 
folhas de P. torta e P. ramiflora. Ácido gálico (Substância I), miricetina-3-O-β-D-
galactopiranosídeo (Substância IX), miricetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (Substância VI), 
miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo (Substância VIII) e quercetina-3-O-β-D-
galactopiranosídeo (Substância VII). 
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 Os perfis cromatográficos das infusões das folhas de P. torta e P. ramiflora 

também foram obtidos por HPLC-DAD (Figura 31). 

 Observou-se nesses cromatogramas a diminuição da intensidade dos picos 

atribuídos aos derivados glicosilados de miricetina e o aumento da intensidade do 

pico atribuído ao ácido gálico e daqueles com tR próximos. No caso de P. torta, os 

picos de derivados glicosilados de miricetina foram imperceptíveis, enquanto o pico 

atribuído ao ácido gálico tem intensidade em torno de 33% maior que a observada 

para o pico correspondente no cromatograma da infusão de P. ramiflora. A 



79 
 
 

intensificação dos picos iniciais dos cromatogramas, atribuídos a substâncias mais 

polares é esperada, uma vez que as infusões são extratos aquosos, ou seja, mais 

polares que os extratos EtOH:H2O (70:30, v/v). 

As bandas apresentadas pelos espectros no UV dos picos entre 0 e 4 min, 

observadas entre 271-274 nm para as duas espécies, podem ser um indicativo de 

que estes picos possuem derivados do ácido gálico em sua composição. 

Figura 31. Cromatogramas das infusões de folhas de P. torta (a) e P. ramiflora (b). Coluna 

Phenomenex® Synergi® Hydro-RP (250 x 4,6 mm, 5μm), 20 a 42% de B em 30 min 
(Solvente A: H2O acidificada com 0,1% de TFA; Solvente B: ACN acidificada com 0,1% de 
TFA), 40°C, DAD (254 nm), vazão 1 mL min-1. 
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4.3 Análise dos extratos por HPLC-ESI-IT-MS/MS, HPLC-ESI-QTrap-MS/MS e 

ESI-IT-MS/MS 

Além dos experimentos envolvendo as análises por HPLC-DAD, também foi 

realizada a investigação da composição química das espécies vegetais empregando 

a técnica de HPLC-ESI-IT-MS/MS, HPLC-ESI-QTRAP-MS/MS e ESI-IT-MS/MS. 

 A fragmentação de moléculas obtida pela técnica de espectrometria de 

massas é bastante útil na elucidação estrutural de moléculas em matrizes 

complexas, como os extratos vegetais. Entretanto, devido à complexidade da matriz, 

uma etapa de purificação anterior à análise por espectrometria de massas pode ser 

requerida. Dessa forma, o acoplamento de um sistema de HPLC ao espectrômetro 

de massas auxilia ainda mais a determinação estrutural das moléculas nessas 

matrizes aumentando a seletividade da análise. Muitos trabalhos encontrados na 

literatura se beneficiam do acoplamento das técnicas HPLC-MS na determinação de 

compostos fenólicos em extrato vegetais, dentre os quais podemos citar Cuyckens e 

Claeys (2002), Chun et al. (2013) e Venuprasad et al. (2014). 

O modo negativo de análise por espectrometria de massas foi escolhido tendo 

em vista o conhecimento prévio da composição flavonoídica destas espécies, 

verificada na Seção 4.1. Esta classe de metabólitos secundários ioniza facilmente 

pela desprotonação das hidroxilas fenólicas, sendo as moléculas desprotonadas dos 

flavonoides transferidas eficientemente para a fase gasosa como íons negativos 

(RODRIGUES, 2007). 
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4.3.1. HPLC-ESI-IT-MS/MS 

Em um primeiro momento, o extrato hidroalcoólico de P. torta foi analisado 

por HPLC-ESI-IT-MS/MS (Figura 32). 

Figura 32. Cromatogramas de extrato hidroalcoólico de folhas de P. torta avaliado em modo 
negativo por HPLC-ESI-IT-MS/MS. Detector UV, λ = 254 nm (a) e cromatograma de íons 
totais ou TIC (b). Para condições cromatográficas veja: Materiais e Métodos (Seção 3.6.1). 

 

 

Os espectros de massa nos tempos de retenção correspondente aos picos 

indicados na Figura 32 podem ser observados na Figura 33 a 35. 

Os íons de m/z 113, m/z 159 e m/z 227 são encontrados ao longo de toda a 

análise, sendo considerados íons de background. O íon de m/z 113 é atribuído a 

contaminação por ácido trifluoracético (TFA), sendo o de m/z 227 atribuído a esta 

substância dimerizada.  

No pico 1, observamos a presença do íon de m/z 169, que pode ser atribuído 

ao ácido gálico. Íons correspondentes a moléculas desprotonadas de miricetina-3-O-

β-D-galactopiranosídeo (m/z 479), miricetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (m/z 449) e 

miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo (m/z 463) foram encontrados nos picos 2, 3 e 

4, respectivamente, da Figura 32. 
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O pico 2 apresentou ainda as moléculas desprotonadas com m/z 479, m/z  

543, m/z  593 e m/z  959, podendo esta última ser resultado de dimerização na fonte 

de ionização do íon de m/z 479. 

Figura 33. Espectros de massas dos picos obtidos pelo detector UV, em 254 nm, na análise 
de extrato hidroalcoólico de folhas de P. torta em modo negativo por HPLC-ESI-IT-MS/MS. 
Pico 1, tR =11,47 min (a); pico 2, tR = 27,33 mim (b). Para condições espectrométricas veja: 

Materiais e Métodos (Seção 3.6.1). 
 

 
O pico 3 apresentou os íons negativos com m/z 449, m/z 512, m/z 563 e m/z 

899, podendo esta última ser resultado de dimerização na fonte de ionização do íon 
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Os íons negativos com m/z 249, m/z 463, m/z 499, m/z 526, m/z 577 e m/z 

926 foram encontrados no pico 4, sendo o íon de m/z 926 possivelmente formado 

por dimerização na fonte do íon de m/z 463. 

Figura 34. Espectros de massas dos picos obtidos pelo detector UV, em 254 nm, na análise 
de extrato hidroalcoólico de folhas de P. torta em modo negativo por HPLC-ESI-IT-MS/MS. 
Pico 3, tR =  28,56 mim (a); pico 4, tR = 28,91 mim (b). Para condições espectrométricas 

veja: Materiais e Métodos (Seção 3.6.1). 
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Figura 35. Espectros de massas dos picos obtidos pelo detector UV, em 254 nm, na análise 
de extrato hidroalcoólico de folhas de P. torta em modo negativo por HPLC-ESI-IT-MS/MS. 
Pico 5, tR = 29,78 mim (a); pico 6, tR = 30,86 mim (b); pico 7, tR = 31,81 mim (c). Para 
condições espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Seção 3.6.1). 
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Foram realizadas, ainda neste experimento, as fragmentações de segunda 

ordem dos íons atribuídos às miricetinas glicosiladas de P. torta, apresentadas nas 

Figuras 33 e 34. 

Figura 36. Fragmentação de segunda ordem dos íons m/z 479 (a), m/z 449 (b) e m/z 463 
(c). Para condições espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Seção 3.6.1). 
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açúcares podem ocorrer nas posições 3 e 7 em flavonóis O-glicosilados, enquanto 

que as ligações em flavonoides C-glicosilados sempre ocorrem nas posições 6 e 8. 

Na análise por espectrometria de massas de flavonoides glicosilados, a 

ligação do açúcar a um oxigênio de hidroxila ligada ao anel A ou C pode ser 

facilmente observada pela perda do resíduo do açúcar, como pode ser visto no 

espectro de massas de segunda ordem das miricetinas-O-glicosiladas apresentados 

na Figura 36. Para miricetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (m/z 449), foi verificada 

uma perda de 132 Da, equivalente a uma pentose, originando o íon da aglicona 

desprotonada [M  H  132]- com m/z 317. Para miricetina-3-O-α-L-

rhamnopiranosídeo (m/z  463), foi verificada uma perda de 146 Da, equivalente a 

uma deoxiexose, originando o íon da aglicona desprotonada [M  H  146]- com m/z 

317. E para miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (m/z 479), foi verificada uma 

perda de 162 Da, equivalente a uma hexose, originando o íon da aglicona 

desprotonada [M  H  162]- com m/z 317. 

 Os espectros obtidos para as miricetinas-O-glicosiladas revelam a presença 

de um íon radicalar [M  H] -•, com m/z 316, além dos íons [M  H]-, com m/z 317, 

correspondentes às agliconas desprotonadas. A presença desses íons radicalares é 

explicada pela cisão homolítica da ligação glicosídica (CUYCKENS e CLAEYS, 

2004). De acordo com os autores, a relação íon radicalar/íon alta sugere que a 

glicosilação se dá na hidroxila do carbono 3 em flavonóis.  

 Outro dado importante pôde ser observado nessa análise, que é a presença 

do íon de m/z 191 no extrato de P. torta, que pode ser atribuído ao ácido quínico. 

Esta informação pode ser confirmada pelo cromatograma do íon extraído para m/z 

191 e o espectro de massas em 4,53 min, apresentados na Figura 37. 

Cromatogramas de íons extraídos são criados pelo registro da intensidade do 

sinal observado para um determinado valor de m/z nos espectros de massas 

gravados em função do tempo de retenção. 
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Figura 37. Cromatograma do íon extraído para m/z 191 de extrato hidroalcoólico de folhas 
de P. torta (a) e espectro de massas em 4,53 min (b) Dados obtidos por HPLC-ESI-IT-

MS/MS em modo negativo. Para condições espectrométricas veja: Materiais e Métodos 
(Seção 3.6.1). 
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4.3.2 HPLC-ESI-QTRAP-MS/MS 

 Os extratos hidroalcoólicos de folhas de P. torta e P. ramiflora foram então 

submetidos à análise por HPLC-ESI-QTRAP-MS/MS, onde o método cromatográfico 

utilizou um gradiente de 20-42% de ACN:H2O em 30 minutos, mesmo método 

utilizado para a padronização dos extratos. Devido à baixa concentração das 

amostras (5 ppm), não foi obtido cromatograma no detector UV para estes ensaios. 

 A Figura 38 apresenta os cromatogramas de íons totais para os dois extratos 

das espécies estudadas. 

Figura 38. Cromatogramas de íons totais de extratos hidroalcoólicos de folhas de P. torta 
(a) e P. ramiflora (b) obtidos por HPLC-ESI-QTrap-MS em modo negativo. Para condições 
espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Seção 3.6.2). 

 

 A presença das miricetinas-O-glicosiladas para os extratos de ambas 

espécies estudadas foi confirmada pelos cromatogramas de íons extraídos. Para 

cada banda atribuída às miricetinas-O-glicosiladas, cujos tempos de retenção foram 

próximos aos obtidos para estas substâncias por HPLC-DAD, utilizando mesmo 

gradiente de eluição (Seção 4.1), foram registrados os espectros de massas 

(Figuras 39, 40, 41 e 42). 
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Figura 39. Cromatogramas dos íons extraídos de m/z 479 de extratos de P. torta (a) e P. 
ramiflora (c); espectros de massas para os tempos de retenção 5,52 min para P. torta (b) e 
em 5,53 para P. ramiflora (c). Dados obtidos por HPLC-ESI-QTRAP-MS em modo negativo. 
Para condições espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Seção 3.6.2). 
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 A Figura 39a, apresenta duas bandas com tR diferentes (2.74 min e 5.53 min), 

Análise dos espectros de massas (full scan) das substâncias pertencentes a cada tR 

evidenciou que a miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo com m/z  479  encontra-se 

majoritariamente no tR 5.53 min.  Análise do espectro de massas da banda em tR 

2.74 min evidenciou o íon com m/z 479 com intensidade menor que 1% (espectro 

não apresentado).  Os espectros de massa de segunda ordem para o íon m/z 479 

nos dois tempos de retenção e para as duas espécies apresentou o mesmo padrão 

de fragmentação (Figura 40). 

Como pode ser observado nas Figuras 39, 41 e 42, para ambos os extratos, 

em tR próximo a 2,8 min ocorre a eluição de uma pequena fração das miricetinas 

glicosiladas. As fragmentações de segunda ordem (aqui exemplificadas para o íon 

m/z 479 de P. ramiflora, Figura 40) demonstraram que as substâncias apresentam o 

mesmo padrão de fragmentação em ambos tR. 

Quanto à miricetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo, observa-se que a em P. torta 

a coeluição com o íon m/z 209, enquanto em P. ramiflora, observamos a ocorrência 

dos íons de m/z 463 e m/z 610 coeluindo no tempo de retenção onde a 

concentração de íons de m/z 449 é máxima nesse extrato. 

Os espectros de segunda ordem para os íons m/z 209 e m/z 610 não 

puderam ser obtidos para que suas estruturas fossem propostas. 

Com relação à miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo, observa-se também 

boa separação nos tempos de retenção em ambos os extratos para o gradiente de 

eluição adotado (Figura 42) . 

Vale ressaltar que a ordem de eluição das substâncias neste experimento 

obedece àquela observada nos ensaios por HPLC-DAD, para os extratos da duas 

espécies estudadas. 
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Figura 40. Espectro de massas de segunda ordem do íon m/z 479 de extrato hidroalcoólico 
de Pouteria ramiflora em tR = 2,74 min (a) e tR = 5,53 min (b). Dados obtidos por HPLC-ESI-

QTrap-MS em modo negativo. Para condições espectrométricas veja: Materiais e Métodos 
(Seção 3.6.2). 
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Figura 41. Cromatogramas dos íons extraídos de m/z 449 de extratos de P. torta (a) e P. 
ramiflora (c); espectros de massas para os tempos de retenção 6,74 min para P. torta (b) e 
em 6,74 para P. ramiflora (c). Dados obtidos por HPLC-ESI-QTRAP-MS em modo negativo. 
Para condições espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Seção 3.6.2). 
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Figura 42. Cromatogramas dos íons extraídos de m/z 463 de extratos de P. torta (a) e P. 
ramiflora (c); espectros de massas para os tempos de retenção 6,73 min para P. torta (b) e 
em 6,77 para P. ramiflora (c). Dados obtidos por HPLC-ESI-QTrap-MS em modo negativo. 
Para condições espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Seção 3.6.2). 
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4.3.3 ESI-IT-MS/MS 

A fragmentação de segunda ordem por ESI-IT-MS/MS de alguns íons 

encontrados nas análises anteriores possibilitou a identificação de alguns 

metabólitos secundários em ambas as espécies estudas.  

A Tabela 4 sumariza as substâncias encontradas nas análises por 

espectrometria de massas nos extratos hidroalcoólicos de folhas de P. torta e P. 

ramiflora. 

Tabela 4. Substâncias encontradas em extratos hidroalcoólicos de folhas de P. torta e P. 
ramiflora em análises por HPLC-ESI-IT-MS/MS, HPLC-ESI-QTrap-MS e fragmentadas 
sequencialmente por ESI-IT-MS/MS. 

Substância Identificação parcial [M  H]
- Principais fragmentos 

I Ácido gálico 169 125 [M  H  44]
-
 

II Ácido quínico 191 
173 [M  H  18]

-
, 

127 [M  H  44  36]
-
 

III Apigenina-C-hexosil 431 
413 [M  H  18]

-
, 

341 [M  H  90]
-
 

IV Quercetina-O-pentosídeo 433 
301 [M  H  132]

-
,  

300 [M  H  132]
 -•

 

V Quercetina-O-deoxiexosídeo 447 
301 [M  H  146]

-
,  

300 [M  H  146]
 -•

 

VI Miricetina-O-pentosídeo 449 
317 [M  H  132]

-
, 

316 [M  H  132]
 -•

 

VII Quercetina-O-hexosídeo 463 
301 [M  H  162]

 -
, 

300 [M  H  162]
 -•

 

VIII Miricetina-O-deoxiexosídeo 463 
317 [M  H  146]

-
,  

316 [M  H  146]
 -•

 

IX Miricetina-O-hexosídeo 479 
317 [M  H  162]

-
,  

316 [M  H  162]
 -•

 

X 
Apigenina-C-pentosil-C-

deoxiexosídeo 
547 

529 [M  H  18]
-
, 

487 [M  H  60]
-
, 

473 [M  H  74]
-
, 

457 [M  H  90]
-
 

XI 
Apigenina-C-hexosil-C-

pentosídeo 
563 

545 [M  H  18]
-
, 

503 [M  H  60]
-
, 

443 [M  H  90]
-
 

XII 
Apigenina-C-hexosil-C-

deoxiexosídeo 
577 

559 [M  H  18]
-
, 

487 [M  H  90]
-
, 

473 [M  H  104]
-
, 

457 [M  H  120]
-
 

 XIII Apigenina-di-C-hexosil 593 

575 [M  H  18]
-
, 

503 [M  H  90]
-
, 

473 [M  H  120]
-
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 As Figuras 43, 44 e 47 mostram os espectros de massas de segunda ordem 

obtidos somente do extrato de P. ramiflora, uma vez que as fragmentações foram 

muito semelhantes para os dois extratos. 

Figura 43. Espectro de massas de segunda ordem dos íons m/z 169 e 191 obtidos por ESI-
IT-MS/MS em modo negativo (20 V) do extrato hidroalcoólico de folhas de P. ramiflora. Para 

condições espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Seção 3.6.3). 

 

Para a substância I, a estrutura proposta é a do ácido gálico, em 

concordância com a coinjeção de padrão realizada na etapa anterior do trabalho 

(Seção 4.1). Neste caso, o fragmento [M  H  CO2]
-, com m/z 125, é amplamente 

observado na literatura para o ácido gálico em análises envolvendo ESI em modo 

negativo (CHANDRASEKARA e SHAHIDI, 2011; SWATSITANG et al., 2000; FANG 

et al., 2002; SÁNCHEZ-RABANEDA et al., 2003). 

 A substância II apresenta m/z 191, indicando a presença de ácido 

quínico nos extratos. A presença do fragmento [M  H  CO2  2H2O]-, com m/z 127, 

e do fragmento [M  H  H2O]-, com m/z 173 é característica desse ácido (HAN et 

al., 2007; NUENGCHAMNONG et al., 2009; RODRÍGUEZ-MEDINA, 2009). 

 Os ensaios de coinjeção, em conjunto com os dados obtidos por 

espectrometria de massas, confirmam a presença de miricetina-3-O-β-D-
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galactopiranosídeo, miricetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo, miricetina-3-O-α-L-

rhamnopiranosídeo e quercetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo nos extratos. Além 

dessas substâncias, pudemos observar pelas análises por espectrometria de 

massas a presença de algumas quercetinas-O-glicosiladas e de apigeninas-C-

glicosiladas.  

A Figura 44 traz os espectros de massa de segunda ordem dos flavonóis-O-

glicosilados encontrados nos extratos das espécies estudadas. 

 Além das miricetinas-O-glicosiladas já discutidas anteriormente, foram 

encontradas quercetinas-O-glicosiladas. 

 A substância IV, com m/z 433, foi parcialmente identificada como uma 

quercetina-O-pentosídeo, uma vez que se observa em seu espectro de massas de 

segunda ordem o íon [M  H  132]-, com m/z 301 (SCHIEBER, BERARDINI E 

CARLI, 2003). 

 A substância V foi parcialmente identificada como uma quercetina-O-

deoxiexosídeo, com m/z 447. Observa-se em seu espectro de massas de segunda 

ordem o íon [M  H  146]-, com m/z 301 (RODRIGUES et al., 2008; SCHIEBER, 

BERARDINI E CARLI, 2003). 

A substância VII foi identificada como quercetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo 

devido aos ensaios de coinjeção com esta substância padrão. Nestes ensaios, 

observa-se a eluição do pico referente a esta substância logo após a eluição da 

miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo, que possui a mesma m/z, de 463. Devido ao 

fato de ambas as substâncias estarem presentes nos extratos, observam-se no 

espectro de massas de segunda ordem do íon m/z 463 o íon com m/z 317, referente 

à perda de uma rhamnose (146 Da) da molécula da miricetina-3-O-α-L-

rhamnopiranosídeo (RODRIGUES et al., 2008), bem como o íon com m/z 301, 

resultado da perda de uma galactose da molécula de quercetina-3-O-β-D-

galactopiranosídeo (SCHIEBER, BERARDINI E CARLI, 2003). 
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Figura 44. Espectro de massas de segunda ordem dos íons m/z 433, 447, 449, 463 e 479 

obtidos por ESI-IT-MS/MS em modo negativo (20 V) do extrato hidroalcoólico de folhas de 
P. ramiflora. Para condições espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Seção 3.6.3). 

 

Outro dado em concordância com a literatura é que, nas quercetinas-O-
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faz com que essa relação seja maior, o que pode ser comprovado quando se 

compara a abundância relativa dos íons radicalares [M  H] -• das miricetinas e das 

quercetinas glicosiladas apresentadas na Figura 44. 

Em flavonoides C-glicosilados, o açúcar está ligado diretamente a um carbono 

do núcleo flavonoídico na posição 6 ou 8. Nesse caso, a ligação entre o açúcar e o 

flavonóide é mais forte do que em O-glicosilados, sendo necessárias maiores 

energias de colisão para rompê-las. Ainda, a fragmentação ocorre no anel do 

açúcar, onde as ligações são mais fracas, como pode ser observado no Figura 45, 

adaptado de Cuyckens e Claeys (2004). 

Figura 45. Íons produto característicos de clivagens de moléculas de açúcares em 

flavonoides C-glicosilados. 

O
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OH OH
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0,3X O

CH3

OH

OH OH
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0,2X
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0,3X O

OH

OH OH
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0,2X

1,5X

0,3X

0,2X: [M-H-120]

0,3X: [M-H-90]

1,5X: [M-H-134]

0,2X: [M-H-104]

0,3X: [M-H-74]

1,5X: [M-H-118]

0,2X: [M-H-90]

0,3X: [M-H-60]

1,5X: [M-H-104]

 

Fonte: Adaptado de Cuyckens e Claeys. 

Outra informação importante é que a via de fragmentação de C-glicosilados 

prevê também a perda de moléculas de água. Essa perda da molécula de água é 

mais pronunciada em flavonoides 6-C-glicosilados, pois como pode ser visto na 

Figura 46, estes podem eliminar água por ligações de hidrogênio da hidroxila 2′′ do 

açúcar com a hidroxila da posição 5 ou 7 do anel A, enquanto em 8-C-glicosilados 

essa eliminação se dá somente com a hidroxila da posição 7 do anel A (LI et al., 

1992). 
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Figura 46. Perda de água observada em flavonoides 6-C-glicosilados (LI et al., 1992). 
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A Figura 47 mostra os espectros de massas de segunda ordem das 

apigeninas-C-glicosiladas detectadas nos extratos pelas análises anteriores. 

A substância III, apresenta o íon da molécula desprotonada com perda de 

água [M  H   18]- evidenciado em m/z 413. Outro fragmento característicos de 

flavonoides C-glicosilados foi identificado como a perda do fragmento 0,3X em m/z 

341 [M  H  90]-. A abundância relativa alta para o íon [M H  H2O]- (m/z 413) 

pode ser um indicativo de que a hexose esteja ligada na posição 6. Os fragmentos 

apresentados foram encontrados na literatura para isovitexina (apigenina-6-C-

glucosil) (FERRERES et al., 2003; SÁNCHEZ-RABANEDA et al., 2003).   

 A perdas de 60 Da (m/z 487) e 90 Da (m/z 457) observados para a substância 

X (m/z 547), indicam a presença de uma pentose, enquanto a perda de 74 Da (m/z 

473) indica a presença de uma deoxiexose ligadas a uma apigenina por ligações C-

glicosiladas. A substância também apresenta o íon da molécula desprotonada com 

perda de água [M  H   18]- evidenciado em m/z 529. 
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Figura 47. Espectro de massas de segunda ordem dos íons m/z 431, 547, 563, 577 e 593 

obtidos por ESI-IT-MS/MS em modo negativo (20 V) do extrato hidroalcoólico de folhas de 
P. ramiflora. Para condições espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Seção 3.6.3). 

 

0

20

40

60

80

100
0

20

40

60

80

100

A
b

u
n

d
â

n
c
ia

 r
e

la
ti
v
a

 (
%

)

413,23

431,31399,11

387,11
355,21

269,08
341,29299,04194,97166,94 225,23

529,19
357,07

456,13

237,05 339,15 385,14
485,47

190,86 449,25267,01
442,03321,22285,46168,71

0

20

40

60

80

100
0

20

40

60

80

100
357,27

427,20
545,35

554,35486,98
236,95 334,94 365,22 519,06481,35309,23

444,21265,12 389,38207,09 591,39160,75

559,31

425,15

451,19479,23357,33 407,11
327,30 533,21

487,29397,26236,98 289,11
567,67514,35

245,19 576,63294,13193,18

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
m/z

0

20

40

60

80

100
473,30

592,52

353,08
575,39

557,42
503,39285,02 412,95 442,59241,13 342,99199,10

m/z 431

m/z 547

m/z 563

m/z 577

m/z 593



101 
 
 

Segundo a literatura, pode-se reconhecer o açúcar substituinte ligado na 

posição 6 da aglicona, porque este origina íons com perda dos fragmentos 0,2X, 0,3X 

e 1,5X mais intensos (BECCHI e FRAISSE, 1989; LI et al., 1991). Uma vez que o 

fragmento em m/z 457, gerado pela perda de 90 Da e correspondente ao fragmento 

0,2X da pentose, foi o mais intenso, podemos inferir que essa substância seja uma 

apigenina-6-C-pentosil-8-C-deoxiexosídeo (RIGHI, NEGRI e SALATINO, 2013). 

 Para a substância XI são observados os íons da molécula desprotonada em 

m/z 563 [M  H]- e a perda de água em m/z 545 [M  H  18]-. O espectro de MS/MS 

evidenciou também que esta substância possui uma pentose devido à perda de 60 

Da (0,3X), gerando o íon fragmento em m/z 503, atribuída à perda em uma pentose. 

O íon fragmento em m/z 443 pode ser atribuído à perda do fragmento 0,2X de uma 

hexose (Figura 45). Os dados indicam a presença de apigenina-6-C-pentosil-8-C-

hexosídeo ou apigenina-6-C-hexosil-8-C-pentosídeo (FERRERES et al., 2003).  

Para o íon da molécula desprotonada em m/z 577 foram observadas 

fragmentações características da presença de rhamnose e de hexose. A presença 

da rhamnose foi atribuída devido ao fragmento em m/z 473 [M  H  104]- e a 

presença da hexose foi observada devido aos fragmentos em m/z 487[M  H  90]- e 

em m/z 457 [M  120]-. A maior intensidade dos picos referentes a perdas em uma 

hexose indica que a molécula atribuída à substância XII possui a estrutura de uma 

apigenina-6-C-hexosil-8-C-deoxiexosídeo (GOUVEIA E CASTILHO, 2013). 

 Finalmente, o espectro de MS/MS (Figura 47) forneceu o fragmento em m/z 

575, atribuído à molécula desprotonada com perda de água [M  H  18]-. Também 

foram observadas perdas de 90 e 120 Da, levando aos íons de m/z 503 e m/z 473, 

confirmando, portanto, que a substância XIII possui duas hexoses. Portanto esta 

substância foi identificada como sendo a apigenina-6,8-di-C-hexosil (FERRERES et 

al., 2003). 

Estudamos também as fragmentações de segunda ordem dos íons atribuídos 

às agliconas dos flavonoides apresentados anteriormente. 

As Figuras 48 a 50 apresentam as possíveis vias de clivagem que podem ser 

observados nas agliconas de flavonóis e flavonas por mecanismos de retrociclização 

de acordo com Fabre et al. (2001) por ESI-IT-MS/MS em modo negativo. 
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Figura 48. Diferentes tipos de clivagens por retrociclização para os flavonoides estudados e 

a nomenclatura adotada por Fabre et al. (2001). 
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Figura 49. Fragmentação proposta para a molécula desprotonada de uma flavona, a 

luteolina (FABRE et al., 2001). 
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Figura 50. Fragmentação proposta para a molécula desprotonada de um flavonol, a 

quercetina (FABRE et al., 2001). 
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Levando-se em consideração os possíveis fragmentos para flavonas e 

flavonóis por ionização do tipo eletrospray em modo negativo apresentados nas 

Figuras 48 a 50, a Tabela 5 reúne os fragmentos que podem ser encontrados por 

espectrometria de massas sequencial das agliconas encontradas nos extratos. 
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Tabela 5. Fragmentos comumente encontrados em apigenina, quercetina e miricetina em 
ensaios de fragmentação de segunda ordem por ionização do tipo electrospray em modo 

negativo. 

Fragmento Apigenina Quercetina Miricetina 

[M  H  CO]- 241 273 289 

[M  H  CO2]
- 225 257 273 

[M  H  CO  CO2]
- 197 229 245 

[M  H  CO2  CO2]
- 181 - - 

[M  H  C2H2O]- 227 - - 

[M  H  C2H2O  CO2]
- 183 - - 

[M  H  C3O2]
- 201 - - 

[M  H  C3O2  C2H2O]- 159 - - 

[M  H  anel B]- - 193 193 
1,2A- - 179 179 
1,2B- - 121 137 
1,2A- 

 CO - 151 151 
1,2A- 

 CO  CO2 - 107 107 
1,3A- 151 151 151 
1,3B- 117 133 149 

Fonte: Adaptado de FABRE et al., 2001. 

Os resultados obtidos confirmam a presença de apigenina, quercetina e 

miricetina nos extratos conforme os fragmentos característicos discutidos por Fabre 

et al. (2001). 

A Figura 51 traz os espectros de massas de segunda ordem dos íons 

negativos m/z 269, 301 e 317. 

O íon m/z 269 apresentou o fragmento [M  H  H2O]-, com m/z 251, além dos 

seguintes fragmentos apresentados na Tabela 4.2 e Figura 4.2: [M  H  CO]-, com 

m/z 241; [M  H  CO2]
-, com m/z 225 e [M  H  C2H2O]-, com m/z 227. Os 

fragmentos apresentados também foram encontrados por Fabre et al. (2001) para 

apigenina. 

A molécula desprotonada com m/z 301, atribuída à quercetina apresentou os 

seguintes fragmentos: [M  H  CO]-, com m/z 273; [M  H  CO2]
-, com m/z 257; [M 

 H  CO  CO2]
-, com m/z 229; 1,2A-, com m/z 179; 1,2A- 

 CO, com m/z 151; 1,2A- 
 

CO  CO2, com m/z 107. Esses mesmos fragmentos também foram encontrados por 

Fabre et al. (2001) para quercetina, conforme Figura 48. 
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O íon negativo m/z 317, correspondente à miricetina apresentou os 

fragmentos: [M  H  CO]-, com m/z 289; [M  H  CO  CO2]
-, com m/z 245; [M  H 

 anel B]-, com m/z 193; 1,2A-, com m/z 179; 1,2A- 
 CO, com m/z 151; 1,2A- 

 CO  

CO2, com m/z 107. Os fragmentos m/z 151 e 179 foram obtidos da fragmentação 

sequencial de miricetina por Chandrasekara e Sahidi (2011). Rak et al. (2010) 

também encontraram o fragmentos m/z 151. 

Figura 51. Espectro de massas de segunda ordem dos íons m/z 269, 301 e 317 obtidos por 
ESI-IT-MS/MS em modo negativo do extrato hidroalcoólico de folhas de P. ramiflora. Para 

condições espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Seção 3.6.3). 
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Figura 52. Fragmentação observada para miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo. 
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Figura 53. Fragmentação observada para apigenina-6-C-pentosil-8-C-deoxiexosídeo. 
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 A Figura 54 apresenta as estruturas das moléculas parcialmente elucidadas 

por espectrometria de massas. 
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Figura 54. Estrutura das moléculas parcialmente elucidadas por ESI-IT-MS/MS. 
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4.4  Padronização dos extratos por HPLC-DAD e validação do método 

A padronização dos extratos hidroalcoólicos de P. torta e P. ramiflora se deu 

pela quantificação dos derivados de miricetina glicosilados isoladas de P. torta por 

Silva et al. (2009), cuja presença foi confirmada em ambos os extratos em ensaios 

de coinjeção de padrão por HPLC-DAD, ensaios de HPLC-ESI-IT-MS2 e ESI-IT-

MS/MS. Simultaneamente à quantificação, foi realizada a validação do método para 

determinação simultânea dos teores dos marcadores M-3-O-GAL, M-3-O-ARA e M-

3-O-RHA em extratos hidroalcoólicos (70% de EtOH, v/v) de P. torta e M-3-O-GAL e 

M-3-O-RHA em extratos hidroalcoólicos (70% de EtOH, v/v) P. ramilfora. 

Neste trabalho, a quantificação por HPLC-DAD foi feita pela construção de 

uma curva analítica baseada na variação de concentração de um padrão externo, a 

miricetina. Foram preparadas soluções de miricetina em diversas concentrações; 

obtiveram-se os cromatogramas correspondentes a cada uma delas e, em um 

gráfico, foram relacionadas as áreas dos picos de miricetina obtidas com as 

concentrações. Utilizando a equação da curva resultante, pôde-se calcular a 

concentração dos derivados de miricetina glicosilados nos extratos a partir das suas 

áreas, obtidas nos cromatogramas resultantes de injeções dos extratos. 

A miricetina pode ser utilizada como padrão de quantificação para as três 

substâncias estudadas pelo fato desta aglicona conter os mesmos grupos 

cromóforos das substâncias, fazendo com que a resposta no detector para os 

derivados de miricetina glicosilados, ou área das substâncias no cromatograma, seja 

equivalente à do padrão a uma mesma concentração. 

Para a quantificação, foi preparada uma solução estoque de miricetina com 

concentração de 1 mg.mL-1, a partir da qual foi realizada diluição seriada para 

obtenção das soluções estoque (RIBANI et al., 2004). As injeções para construção 

da curva foram feitas em triplicata. 

As injeções dos extratos foram feitas em 3 triplicatas, com intervalo de 24 

horas entre cada uma das triplicatas, fornecendo 9 cromatogramas para cada 

extrato analisado, semelhantes ao da Figura 26. 

A validação do método atendeu aos requisitos da RE N°899/03 da ANVISA 

(AGÊNCIA..., 2003), que define que a validação de um método tem como objetivo 
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demonstrar, por meio de ensaios experimentais, que este atenda às exigências das 

aplicações analíticas e assegure a confiabilidade dos resultados. Ainda, de acordo 

com a referida resolução, os testes quantitativos para a determinação de princípio 

ativo em produtos farmacêuticos ou matérias-primas devem abranger ensaios de 

especificidade, linearidade, intervalo, precisão (repetibilidade), limite de 

quantificação, exatidão e robustez, que serão apresentados a seguir para o método 

de quantificação desenvolvido. 

Os resultados para o ensaio de quantificação encontram-se na Tabela 6. 

Tabela 6. Teores de derivados de miricetina em extratos hidroalcoólicos (70% EtOH, v/v) de 
P. torta e P. ramiflora. 

 P. torta P. ramiflora 
 

µg.mL-

1* 

mg.g-1 
de 

extrato 

mg.g-1 
de 

folhas 

DPR 
(%) 

µg.mL-

1* 

mg.g-1 
de 

extrato 

mg.g-1 
de 

folhas 

DPR 
(%) 

M-3-O-GAL 30,34 2,53 0,77 3,51 162,59 13,55 2,04 2,23 
M-3-O-ARA 16,01 1,33 0,40 4,41 NC NC NC NC 
M-3-O-RHA 26,40 2,20 0,67 4,32 115,37 9,61 1,44 2,33 

* De extrato na concentração de 12 mg.mL-1. NC: Não calculado. 

Matsubara e Rodriguez-Amaya (2006) encontraram teores de miricetina de 

0,7 mg.g-1 de folhas secas em chá verde (Camellia sinensis ) e de 0,5 mg.g-1 de 

folhas secas de chá preto (Camellia sinensis ), que são considerados chás com alto 

teor de flavonóides. Miricetina não foi detectada por este estudo em erva doce 

(Foeniculum vulgare), camomila (Matricaria chamomilla), erva cideira (Cymbopogon 

citratus), hortelã (Mentha piperita), boldo (Peumus boldus), morango (Fragaria 

vesca), maçã (Pyrus malus) e mate (Ilex paraguariensis), sendo o limite de detecção 

de 0,1 mg.g-1, o que nos leva a concluir que as folhas de P. torta e P. ramiflora 

possuem um importante teor de derivados de miricetina glicosilados, uma vez que a 

soma dos teores de derivados de miricetina quantificados neste trabalho foram de 

1,84 mg.g-1 de folhas de P. torta e 3,48 mg.g-1 de folhas de P. ramiflora.  

 

4.4.1 Especificidade 

A especificidade, ou seletividade, de um método de separação é, segundo 

Ribani et al. (2004) a capacidade de avaliar, de forma inequívoca, as substâncias em 

exame na presença de componentes que podem interferir com a sua determinação 
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em uma amostra complexa. Segundo estes autores, a especificidade pode ser 

comprovada pelo índice de similaridade entre o espectro de UV do padrão e o 

espectro de UV do pico atribuído à substância. 

Em métodos cromatográficos, pode-se também avaliar a especificidade do 

método pela utilização de testes de pureza de pico e adição de padrão à amostra 

(AGÊNCIA..., 2003; BRESSOLE et al., 1996). 

As Figuras 27 e 28 da seção 4.2 apresentam os cromatogramas obtidos pela 

coinjeção de padrões de M-3-O-GAL, M-3-O-ARA e M-3-O-RHA em extratos de P. 

torta e P. ramilfora, enquanto a Tabela 7 apresenta os valores do coeficiente de 

correlação entre os espectros de UV dos padrões e dos picos atribuídos a estes 

padrões, assim como a pureza dos picos atribuídos aos padrões nos extratos de P. 

torta e P. ramiflora. Os resultados foram obtidos pelo tratamento dos dados 

cromatográficos pelo programa JASCO ChromNAV 1.18.03. Para condições 

cromatográficas veja: ítem 2.4. 

Tabela 7. Pureza dos picos, tempos de retenção (tR) e coeficiente de correlação entre os 
espectros de UV dos derivados de miricetina e seus respectivos padrões. 

Padrão P. torta P. ramiflora 

 tR 
(min) 

Pureza 
Coeficiente de 

correlação 
tR 

(min) 
Pureza 

Coeficiente de 
correlação 

tR 

(min) 

M-3-O-GAL 5,11 95% 0,997 5,14 93% 0,989 5,48 
M-3-O-ARA 6,42 98% 0,995 6,36  ND 6,46 
M-3-O-RHA 6,74 98% 0,998 6,65 96% 0,984 6,89 

ND: Não foi detectado na biblioteca de padrões espectro com similaridade ao do pico com tR = 6,46 
min para P. ramiflora.  

 Os dados apresentados na Tabela 7, em conjunto com os resultados dos 

ensaios de coinjeção de padrões (Seção 4.2), demonstram que o método 

cromatográfico desenvolvido para análise dos extratos hidroalcoólicos de P. torta e 

P. ramiflora possuem a especificidade requerida para a validação do método de 

quantificação simultânea de M-3-O-GAL, M-3-O-ARA e M-3-O-RHA no extrato 

hidroalcoólico (70% EtOH, v/v) de P. torta e M-3-O-GAL e M-3-O-RHA no extrato 

hidroalcoólico (70% EtOH, v/v) de P. ramiflora. 

 Apesar do ensaio de coinjeção e as análises por HPLC-ESI-IT-MS2 e ESI-IT-

MS/MS indicarem a presença de M-3-O-ARA no extrato de P. ramiflora e, 

possivelmente, no pico com tR= 6,46 min, não houve similaridade espectral suficiente 
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entre o espectro neste tempo de retenção e o espectro do padrão de M-3-O-ARA 

para que possamos atribuir este pico a esta substância. 

 

4.4.2 Linearidade e Intervalo 

 A ANVISA define linearidade como a capacidade de uma metodologia 

analítica de demonstrar que os resultados obtidos são diretamente proporcionais à 

concentração do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado. Para a 

validação do método, a construção da curva analítica deve ser feita com, no mínimo, 

5 pontos e o coeficiente de correlação (r) deve ser maior que 0,99 (AGÊNCIA..., 

2003). 

A Tabela 8 traz os dados obtidos para a construção da curva analítica, cuja 

faixa linear foi de 3,9 a 500 µg.mL-1, e a Figura 55 apresenta a curva analítica média 

da concentração de miricetina (µg.mL-1) versus área do pico (UA). 

Tabela 8. Dados para a construção da curva analítica da concentração de miricetina 
(µg.mL-1) versus área do pico (UA). 

Concentração de 

miricetina (µg.mL-1) 

Média das áreas dos picos 

(UA) 

DPR (%) 

3,91 55.122,48 0,80 

7,81 162.605,89 0,96 

15,63 431.825,78 0,27 

31,25 1.087.833,14 1,05 

62,50 2.517.874,95 0,50 

125,00 5.480.962,88 0,45 

250,00 11.234.029,73 1,05 

500,00 21.906.138,63 0,10 
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Figura 55. Curva analítica da concentração de miricetina (µg.mL-1) versus área do pico (UA). 

 

 

 A equação linear da curva analítica é dada pela Equação 1: 

                (1) 

onde a é o coeficiente angular e b é a intersecção com o eixo Y. Pelo método dos 

mínimos quadrados, obtiveram-se os valores de a e b apresentados na Tabela 9, 

que também traz o coeficiente de correlação obtido da análise da regressão linear, 

cujo valor indica a linearidade do método. 

Tabela 9. Parâmetros estatísticos da curva analítica da concentração de miricetina (µg.mL-1) 
versus área do pico (UA). 

r 0,9996 

b -177474,17 

a 44469,90 

 

 A faixa linear para a determinação quantitativa de analitos em matérias-

primas ou em formas farmacêuticas deve estar compreendido entre 80 e 120% da 

concentração teórica de teste, segundo a ANVISA (AGÊNCIA..., 2003). Este pré-

requisito foi atendido para a construção da curva, como pode ser verificado pelos 

resultados pelas Tabelas 8 e 9. 
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4.4.3 Precisão 

 A precisão é a avaliação da proximidade dos resultados obtidos de uma série 

de repetições da análise, e pode ser avaliada pelo desvio padrão relativo (DPR) dos 

resultados em um ensaio de repetibilidade, onde as repetições são realizadas em 

um mesmo laboratório, por um mesmo analista em um curto período de tempo 

(AGÊNCIA..., 2003). 

 A precisão pode também ser avaliada nos níveis de precisão intermediária 

(comparação dos resultados obtidos em um mesmo laboratório, em dias diferentes, 

por um analista e/ou equipamento diferente) e reprodutibilidade (comparação dos 

resultados obtidos em laboratórios diferentes). Entretanto, a RE N° 899/03 requer 

somente o ensaio de repetibilidade para avaliação da precisão quando da validação 

de métodos de quantificação de princípio ativo em produtos farmacêuticos ou 

matérias-primas (AGÊNCIA..., 2003). 

 Para a quantificação das substâncias estudadas, foram realizadas 9 corridas 

cromatográficas, sendo 3 corridas a cada 24 horas. Os DPR intradias e interdias das 

áreas dos picos das substâncias estudadas são apresentados na Tabela 10. 

Tabela 10. Desvio padrão relativo (%) das áreas calculadas para os picos dos derivados de 
miricetina glicosilados.  

 P. torta P. ramiflora 

 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Interdias Dia1 Dia 2 Dia 3 Interdias 

M-3-O-GAL 0,63 1,47 0,28 3,51 1,08 0,99 1,90 2,23 

M-3-O-ARA 2,72 1,58 2,60 4,41 NC NC NC NC 

M-3-O-RHA 2,40 1,65 3,09 4,32 0,91 1,33 2,18 2,33 

NC: Não calculado. 

 Os resultados obtidos se encontram dentro do limite estabelecido pela RE 

899/03 para o DPR das medidas, que deve ser de, no máximo, 5% (AGÊNCIA..., 

2003). 
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4.4.5 Limites de detecção e quantificação 

 A quantidade mínima de analito que pode ser detectada pelo método (limite 

de detecção, ou LD) e a quantidade mínima de analito que pode ser quantificada 

pelo método (limite de quantificação, ou LQ), foram calculados segundo as 

Equações 2 e 3 (AGÊNCIA..., 2003): 

     
   

 
         (2) 

      
   

 
         (3) 

onde DPb é o desvio padrão da intersecção com o eixo Y e a o coeficiente angular 

da curva analítica. 

 O valor de LD encontrado para o método foi de 1,43 µg.mL-1 e o valor de LQ 

foi de 4,76 µg.mL-1. Os teores calculados para os derivados de miricetina 

glicosilados nos extratos foram todos acima do LQ do método (Tabela 6). 

 

4.4.6. Exatidão 

 O INMETRO define exatidão como sendo a concordância entre o resultado de 

um ensaio e o valor de referência aceito como convencionalmente verdadeiro 

(INSTITUTO..., 2003). 

 Para a verificação da exatidão do método foram realizados ensaios de 

recuperação, nos quais quantidades conhecidas de miricetina foram adicionadas aos 

extratos hidroalcoólicos de P. torta e P. ramiflora e as áreas dos picos atribuídos às 

miricetinas foram calculados pela equação da curva analítica. A exatidão 

(porcentagem de recuperação) foi calculada de acordo com a Equação 4: 

         
     

  
           (4) 

onde CE é a concentração calculada pelo método para miricetina no extrato dopado, 

CB é a concentração calculada pelo método para miricetina no extrato não dopado 

(branco) e CT a concentração teórica. 
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 Segundo Ribani et al. (2004) a eficiência do método varia em função da 

concentração da substância. Na maioria dos casos, a dispersão dos resultados 

aumenta com a diminuição da concentração e a recuperação pode diferir 

substancialmente a altas e baixas concentrações. Por esse motivo, a recuperação 

deve ser avaliada na faixa de concentração esperada para o composto de interesse. 

Nesse sentido, a ANVISA (AGÊNCIA..., 2003) recomenda que o ensaio de exatidão 

seja feito para 3 concentrações diferentes. 

 Os ensaios de recuperação do método foram feitos para 5 concentrações 

diferentes,  levando-se em consideração a faixa de valores mais adequada, ou que 

abrangesse valores menores, próximos e maiores aos encontrados para os teores 

de derivados de miricetina glicosilados para cada espécie. Os valores são 

apresentados na Tabela 11, sendo que o valor médio de exatidão para P. torta foi de 

103,28 % e para P. ramiflora foi de 106,71 %. 

Tabela 11. Resultados para a exatidão do método para os extratos de P. torta e P. ramiflora 
dopados com diferentes concentrações de miricetina. 

Concentração de 

miricetina (µg.mL-1) 

Exatidão para P. torta 

(%) 

Exatidão para P. ramiflora 

(%) 

7,81 98,85 ± 0,82 NC 

15,63 102,34 ± 1,09 NC 

31,25 103,78 ± 0,24 119,40 ± 4,44 

62,50 102,89 ± 0,63 106,28 ± 4,09 

125,00 108,56 ± 0,39 107,96 ± 0,66 

250,00 NC 98,45 ± 0,13 

500,00 NC 101,47 ± 0,71 

NC: não calculado. Exatidão expressa como média ± desvio padrão (n=3). 

 De acordo com o guia para validação de métodos químicos em materiais 

botânicos da AOAC (2002), valores de recuperação devem estar dentro da faixa de 

85 a 110% quando a concentração do analito for da ordem de 0,01% e na faixa entre 

80 a 115% quando a concentração do analito for da ordem de ppm. De acordo com 

este guia, valores de recuperação maiores que 100% são estatisticamente 

esperados, pois em uma distribuição de resultados analíticos onde se espera valores 

de 100% como média geral, serão obtidos resultados acima e abaixo da média. 

Além disso, deve ser considerado o efeito da matriz, que pode ocasionar difereças 

na absortividade dos compostos no UV. 
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4.4.7. Robustez 

 A ANVISA define robustez de um método analítico como a medida de sua 

capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variações dos parâmetros 

analíticos, indicando sua confiança durante o uso normal (AGÊNCIA..., 2003). 

 Este parâmetro deve ser avaliado durante o desenvolvimento da metodologia, 

pois se for constatada a susceptibilidade do método a variações nas condições 

analíticas, estas deverão ser controladas rigorosamente e precauções devem ser 

incluídas no procedimento. 

 Para avaliação da robustez do método, foram realizadas 8 corridas 

cromatográficas para avaliar o efeito da variação de 7 parâmetros, de maneira 

aleatória, conforme sugerido pelo INMETRO (INSTITUTO..., 2003). 

 A Tabela 12 apresenta os parâmetros que sofreram variação. 

Tabela 12. Parâmetros do método de quantificação alterados para avaliação da robustez. 

Parâmetro Nominal Variação 

Coluna A) Phenomenex® Synergi® 
Hydro-RP (25 cm x 4.6 mm x 

5 m) 

a) Thermo® Hipersyl Gold 
C-18 (25 cm x 4.6 mm x 5 

m) 

Temperatura B) 40°C b) 35°C 

Balança C) Sartorius TE214S c) Shimadzu AY220 

Agitação da amostra D) 5 min d) 3 min 

Acidificação E) H2O e ACN com 0,1% de 
TFA 

e) Somente H2O com 0,1% 
de TFA 

Gradiente F) 20-42% ACN em 30 min f) 22-44% ACN em 30 min 

Analista G) Daryne g) Carlos 

 

 Para a determinação da combinação dos parâmetros a serem utilizados em 

cada corrida, os fatores nominais foram denotados por letras maiúsculas, e as 

variações por letras minúsculas. A condição utilizada para as 8 corridas seguiram a 

Tabela 13. 
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Tabela 13. Ordem das variações no método adotadas para cada corrida para avaliação da 

robustez. 

Parâmetro Corrida 

 1 2 3 4 5 6 7 8 

A ou a A A A A a a a a 

B ou b B B b b B B b b 

C ou c C c C c C c C c 

D ou d D D d d d d D D 

E ou e E e E e e E e E 

F ou f F f f F F f f F 

G ou g G g g G g G G g 

 

 Foi avaliado o tempo de retenção correspondente ao pico de M-3-O-GAL nos 

extratos de P. torta e P. ramiflora para verificar a robustez do método, por meio do 

desvio padrão relativo (DPR). A Tabela 14 apresenta os dados para avaliação da 

robustez do método. 

Tabela 14. Tempos de retenção (min) dos picos atribuídos à miricetina 3-O-β-D-
galactopiranosídeo obtidos por HPLC-DAD em extratos hidroalcoólicos de folhas de P. torta 
e P. ramiflora nas 8 corridas para avaliação da robustez. 

Combinação P. torta P. ramiflora 

1 5,67 5,72 

2 6,12 6,14 

3 4,93 4,98 

4 7,66 7,85 

5 4,77 4,81 

6 5,82 5,16 

7 4,36 4,41 

8 6,08 5,34 

DPR 18,15 % 19,30 % 

 

 Podemos observar dos resultados apresentados na Tabela 14 que as 

variações afetaram significativamente os resultados, levando a valores altos de DPR 

para ambas as espécies. 

 Portanto, o método desenvolvido deve obedecer rigorosamente as condições 

nominais para que os resultados sejam confiáveis. 
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4.5 Quantificação de fenóis totais 

A quantificação de fenóis totais presentes nos extratos foi realizada através 

do método colorimétrico de Folin-Ciocalteau. O método baseia-se na produção de 

complexos de coloração azul, que podem ser medidos em espectofotômetro a 750 

nm (LENORE et al., 2005). 

Na primeira etapa de reação (Figura 56), ocorre desprotonação dos 

compostos fenólicos (no exemplo, o padrão ácido gálico) em meio básico, gerando 

os ânions fenolatos. 

Figura 56. Reação do ácido gálico com molibdênio, componente reagente de Folin-

Ciocalteau (SINGLETON, et al. 1999). No detalhe, placa de 96 poços contendo padrão de 
ácido gálico em várias diluições e amostras analisadas após a reação com o reagente Folin-
Ciocalteau. 
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A partir daí, ocorre uma reação de oxirredução entre o ânion fenolato e o 

reagente de Folin, na qual o molibdênio, componente do reagente de Folin-

Ciocalteau, sofre redução e o meio reacional muda a coloração de amarela para azul 

(SINGLETON  et al., 1999). 
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A curva de calibração (Figura 57) foi obtida utilizando 8 diluições das soluções 

de ácido gálico, substância utilizada como padrão de fenol. As leituras foram 

determinadas em triplicata através de absorbância registrada a 760 nm em função 

da concentração do padrão fenólico. 

Figura 57. Curva de calibração de ácido gálico obtida pelo método de Folin-Ciocalteau. 

 

 Os valores de concentração de fenóis totais dos extratos hidroalcoólicos e 

infusões de P. torta e P. ramiflora foram obtidos por interpolação, e são mostrados 

na Tabela 15. 

Tabela 15. Teores de fenóis totais em extratos hidroalcoólicos e infusões de folhas de P. 

torta e P. ramiflora, acompanhados do desvio padrão relativo. 
Espécie mg.g-1 de extrato hidroalcoólico ± 

DPR (%) 

 mg.g-1 de infusão  

± DPR (%) 

P. torta 11,66 ± 5,44 90,83 ± 1,25 

P. ramiflora 125,87 ± 2,78 55,85 ± 0,75 

 

Os teores de fenóis totais encontrados nas amostras demonstram uma clara 

correlação com a intensidade dos picos iniciais (0-4 min) dos cromatogramas 

apresentados na seção 4.2 para essas amostras (Figuras 26 e 32), lembrando que o 

ácido gálico foi detectado entre 3,37 e 3,57 min nos extratos hidroalcoólicos por 

coinjeção de padrão.  
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4.6 Quantificação de flavonoides totais 

O teor de flavonoides foi verificado a partir do método colorimétrico no qual 

ocorre a complexação dos flavonoides com cloreto de alumínio (Figura 58). 

Figura 58. Formação do complexo Flavonoide-Al, em solução metanólica de cloreto de 

alumínio (MARKHAM et al., 1982). No detalhe, placa de 96 poços contendo padrão de 

quercetina em várias diluições e amostras analisadas após a reação com AlCl3. 
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O cátion alumínio forma complexos estáveis com os flavonoides em metanol, 

ocorrendo na análise espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de 

onda e uma intensificação da absorção. Deste modo, é possível determinar a 

quantidade de flavonoides, evitando-se a interferência de outras substâncias 

fenólicas.  

A curva de calibração (Figura 59) foi obtida utilizando 8 diluições das soluções 

de quercetina, substância utilizada como padrão de flavonoide. As leituras foram 

determinadas em triplicata através de absorbância registrada a 415 nm em função 

da concentração do padrão de flavonoide. 
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Figura 59. Curva de calibração de quercetina obtida por reação de complexação com AlCl3. 

 

A curva apresentou tendência linear, com coeficiente de correlação R2 igual a 

0,999. Os teores de flavonoides totais nas amostras foram calculados pela equação 

da reta (y = 0,0135x + 0,0762). 

Os teores de flavonoides encontrados nas amostras são mostrados na Tabela 

16. 

Tabela 16. Teores de flavonoides totais em extratos hidroalcoólicos e infusões de folhas de 
P. torta e P. ramiflora, acompanhados do desvio padrão relativo. 

Espécie mg.g-1 de extrato hidroalcoólico 

± DPR (%) 

 mg.g-1 de infusão  

± DPR (%) 

P. torta 16,11 ± 3,60 5,56 ± 3,39 

P. ramiflora 48,82 ± 3,11 27,84 ± 4,57 

 

 As infusões, devido ao seu caráter bastante polar, apresentaram menores 

teores de flavonoides do que os extratos correspondentes à mesma espécie. Ao 

compararmos as espécies, verifica-se pelos dados apresentados na Tabela 16 que o 

extrato hidroalcoólico e infusão de P. ramiflora apresentaram maiores teores de 

flavonoides do que os de P. torta. 

 Mais uma vez os resultados apresentados tem correlação com os fingerprints 

por HPLC-DAD (Seção 4.2), mais especificamente, com a intensidade dos picos 

atribuídos às miricetinas glicosiladas dos extratos. 
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 Percebe-se ainda pela quantificação das miricetinas glicosiladas dos extratos 

(Seção 4.4, Tabela 6), que a somatória das quantidades das miricetinas glicosiladas 

nos extratos hidroalcoólicos (6,06 mg.g-1 de extrato de P. torta e 23,16 mg.g-1 de 

extrato de P. ramiflora) correspondem a 37,62% e 47,44% dos flavonoides totais 

encontrados em P. torta e P. ramiflora, respectivamente.  
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4.7. Determinação do potencial antirradicalar com DPPH 

 Este teste avalia a capacidade que uma substância tem de sequestrar o 

radical livre estável DPPH (2,2-difenil-1picrilhidrazil) e está baseado na redução da 

solução de DPPH (cor violeta) quando ocorre a adição de substâncias que podem 

ceder uma espécie radicalar (hidrogênio radicalar), formando um complexo de 

coloração amarela (Figura 60) (BRAND-WILLIANS et al., 1995). 

Figura 60. Reação de redução de DPPH. No detalhe, imagem de uma placa que ilustra a 

coloração do DPPH antes (violeta) e após a redução (amarelo). 
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 Com base nas curvas dos padrões, extratos e infusões, foram calculados os 

valores de IC50, concentração de substância teste necessária para sequestrar 50% 

dos radicais livres presentes na solução de DPPH. Este valor é inversamente 

proporcional à atividade antirradicalar, pois quanto menor a concentração de 

substância teste necessária para atingir o IC50, maior o potencial antirradicalar dessa 

substância. 

 Os valores de IC50 foram calculados por interpolação, e são mostrados na 

Tabela 17. 
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Tabela 17. Valores de IC50 para os padrões, extratos hidroalcoólicos e infusões de folhas de 
P. torta e P. ramiflora, acompanhados do desvio padrão relativo. 

Substância teste IC50 (mg.mL-1) ± DPR (%) 

Quercetina 0,028 ± 3,09 

Ácido gálico 0,014 ± 0,42 

P. torta – infusão 0,530 ± 1,11 

P. torta – extrato hidroalcoólico 3,827 ± 0,51 

P. ramiflora – infusão 2,616 ± 0,37 

P. ramilfora – extrato hidroalcoólico 0,180 ± 9,01 

 

Figura 61. Gráficos de colunas comparativos dos teores de fenóis totais, flavonoides totais e 
IC50 de infusões e extratos hidroalcoólicos de P. torta e P. ramilfora. 

 

 A Figura 61 apresenta os resultados dos ensaios de fenóis totais, flavonoides 

totais e potencial antirradicalar na forma de gráficos de colunas, o que permite a 

visualização de que a atividade antirradicalar do extrato ou infusão está diretamente 

relacionado ao seu teor de fenóis totais. Proestos et al. (2006) observaram em seus 

estudo que a atividade antioxidante de extratos de plantas é dependente do teor de 

fenóis totais da espécie. 
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 Segundo Ou et al. (2001), as reações de oxidação envolvem várias etapas 

que incluem iniciação, propagação e terminação. O processo como um todo é 

denominado reação em cadeia. Os antioxidantes podem ser de dois tipos: aqueles 

que inibem ou retardam a formação de radicais livres a partir de seus precursores 

(iniciação), chamados de antioxidantes preventivos, ou aqueles que interrompem a 

reação em cadeia (propagação), chamados de terminadores de cadeia. Os 

compostos fenólicos são do tipo terminadores de cadeia (KANCHEVA, 2009; 

THIKONOV et al., 2008). 

 Os antioxidantes terminadores de cadeia tem a capacidade de doar um átomo 

de hidrogênio a um radical livre muito mais rapidamente do que um radical livre 

reage com seu substrato, estabilizando o radical livre (OU et al., 2001). 

 Rice-Evans et al. (1997) atribuem a atividade antioxidante de compostos 

fenólicos a quarto fatores:  sua capacidade para doar hidrogênio; o destino do 

radical formado pelo composto fenólico, que é capaz de se estabilizar pela 

delocalização dos elétrons desemparelhados; sua reatividade com outros 

antioxidantes; seu potencial de quelar metais de transição. Dessa forma, os 

compostos fenólicos possuem a estrutura química ideal para exercer atividade 

antioxidante, demonstrando ser antioxidantes mais efetivos do que as Vitaminas E e 

C em ensaios in vitro (RICE-EVANS et al., 1996). 

 A atividade antioxidante de compostos fenólicos é dependente de sua 

estrutura. 

 A eficiência dos compostos fenólicos como antioxidantes depende de alguns 

fatores como número de hidroxilas ligadas ao anel aromático, o sítio de ligação a 

posição dessas hidroxilas uma com relação às outras (SROKA e CISOWSKI, 2003). 

Por exemplo, Rice-Evans et al. (1996) descrevem que a presença de hidroxilas na 

posição orto no anel aromático de compostos fenólicos aumenta sua capacidade 

com antioxidante. 

Em estudos sobre a atividade antioxidante com DPPH dos ácidos gálico, 

cafeico, protocatecuico, gentísico e clorogênico, entre outros, o ácido gálico 

apresentou o maior potencial antioxidante (SROKA e CISOWSKI, 2003). Estes 

pesquisadores afirmam que as altas atividades antioxidantes encontradas para 
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1,2,3-tri-hidroxibenzeno e ácido gálico estão relacionadas com os três grupos 

hidroxila ligados ao anel em posição orto um em relação aos demais, e concluem 

que o número e posição de hidroxilas no anel benzênico é o principal fator que 

justifica a atividade antioxidante em ácidos fenólicos. 

Dessa forma, poderíamos esperar que a miricetina, flavonol contendo 3 

hidroxilas ligadas ao anel B, possui atividade antioxidante mais pronunciada que a 

quercetina, flavonol contendo 2 hidroxilas ligadas ao anel B. Entretanto, dados da 

literatura demonstram que a presença de uma hidroxila adicional ao anel B de 

flavonóis não incrementa sua atividade antioxidante (HIDALGO et al., 2010; RICE-

EVANS et al., 1996; RÖSCH et al., 2003).  

Para flavonoides, o incremento da atividade antioxidante está relacionado 

com a presença de hidroxilas na posição orto em 3’ e 4’ no anel B, a presença das 

hidroxilas em meta nas posições 5 e 7 do anel A e a dupla ligação entr os carbonos 

2 e 3 do anel C, em combinação com a carbonila da posição 4 e a hidroxila na 

posição 3, favorecendo a delocalização dos elétrons, uma vez que haja o grupo 

catecólico no anel B (RICE-EVANS et al., 1997), o que faz da quercetina (Figura 62) 

um excelente antioxidante. 

Figura 62. Principais características da quercetina para a captura de radicais livres. 

 

Os flavonoides geralmente ocorrem na forma glicosilada, o que lhes confere 

menor atividade antioxidante e maior solubilidade em água (RICE-EVANS et al., 

1997). 

A glicosilação dos grupos hidroxila de uma aglicona, apesar de aumentar o 

número de hidroxilas da estrutura, diminui a atividade antioxidante, pois estas 

hidroxilas são cruciais para a estabilização da estrutura após a doação de um 
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elétron do hidrogênio ao radical livre (RICE-EVANS et al., 1997; FUKUMOTO E 

MAZZA, 2000; HAVSTEEN, 2002).  

Rösch et al. (2003) estudaram a atividade antioxidante de 22 compostos 

fenólicos, tais como ácidos fenólicos, flavanóis, flavonóis e flavonóis glicosilados. Os 

maiores valores para a atividade antioxidante foram encontrados para ácido gálico, 

quercetina e miricetina. Os autores afirmam que a glicosilação de hidroxila na 

posição 3 de uma quercetina causou diminuição de 11 a 26%  na atividade 

antioxidante da molécula, sem, no entanto, fazer com que a atividade antioxidante 

do flavonol glicosilado fosse considerada baixa dentre os flavonoides estudados. 

Para se ter uma ideia, a atividade antioxidante, em mols de sal de Fremy reduzido 

por mol de substância teste, foi de 8,0 para quercetina, para quercetina-3-O-

galactosídeo 7,8 e para kaempferol 2,5. 

Com base no discutido, podemos afirmar que a maior atividade antioxidante 

apresentada pelo extrato hidroalcoólico de P. ramiflora se deve ao teor de ácido 

gálico e de derivados glicosilados de miricetina. 
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4.8  Atividade mutagênica 

A Tabela 18 apresenta os resultados de atividade mutagênica avaliada pelo 

teste de Ames para o extrato hidroalcoólico de P. torta, que foi mutagênico às 

linhagens TA97a e TA98 sem ativação metabólica, induzindo um aumento 

significativo na frequência de revertentes por placa. Após a ativação metabólica com 

S9, não foi observada atividade mutagênica. Dessa forma, os resultados 

demonstram que o extrato apresenta compostos que ocasionam mutações do tipo 

frameshift e que atuam diretamente no DNA. Os dados da Tabela 3 indicam que, 

após a ativação metabólica, compostos que causam mutação nas linhagens TA98 e 

TA97a perderam sua atividade. Não foi observada atividade mutagênica nas 

linhagens TA100 e TA 102. 

Para a linhagem TA 98, sem ativação metabólica, observa-se atividade 

mutagênica para a concentração de 5,0 mg de extrato por placa, mas não para a 

concentração de 7,5 mg de extrato por placa. Esse fato pode ser explicado, pois a 

concentração de 7,5 mg de extrato por placa foi a menor concentração que 

apresentou citotoxidade em testes preliminares. Dessa forma, o número de 

revertentes menor pode ser atribuído à morte de colônias da linhagem. 

 Para o extrato hidroalcoólico de P. ramiflora (Tabela 19), os resultados 

obtidos com as linhagens TA100, TA102 e TA98 em ausência de metabolização (-

S9) foram considerados negativos porque o extrato não induziu aumento significativo 

do número de mutantes revertentes por placa e suas razões de mutagenicidade 

(RM) foram todos menores que 2. Com a linhagem TA97a o extrato apresentou 

mutagenicidade pois aumentou significativamente o número de revertentes por placa 

e a RM  para a concentração de 10 µg por placa foi igual a 2. Em presença de 

metabolização os resultados foram todos negativos independentemente da linhagem 

utilizada. 
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Tabela 18. Atividade mutagênica expressa como a média e desvio padrão do número de 

revertentes por placa nas linhagens bacterianas TA98, TA100, TA97a e TA102 expostas ao 
extrato hidroalcoólico de  P. torta, em várias concentrações, com (+S9) e sem (-S9) ativação 
metabólica. 

 Número de revertentes his+/placa em Salmonella typhimurium 

 TA98  TA100  TA97a  TA102  

 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 

DMSO 18 ± 7 30 ± 5 142 ± 6 201 ± 14 150 ± 6 170 ± 12 121 ± 13 241 ± 14 

0.62 
19 ± 2 
(1.0) 

24 ± 3 
(0.8) 

147 ± 7 
(1.0) 

197 ± 20 
(0.9) 

159 ± 25 
(1.0) 

155 ± 11 
(0.9) 

136 ± 18 
(1.1) 

266 ± 15 
(1.1) 

1.25 
28 ± 4 
(1.5) 

28 ± 5 
(0.9) 

180 ± 26 
(1.3) 

193 ± 26 
(0.9) 

181 ± 12 
(1.2) 

181 ± 12 
(1.0) 

128 ± 8 
(1.0) 

261 ± 17 
(1.0) 

2.5 
32 ± 5 
(1.7) 

22 ± 2 
(0.7) 

228 ± 37 
(1.6) 

201 ± 8 
(1.0) 

208 ± 14 
(1.4) 

153 ± 19 
(0.9) 

118 ± 15 
(1.0) 

258 ± 10 
(1.0) 

5.0 
49 ± 1** 

(2.7) 
22 ± 3 
(0.7) 

218 ± 14 
(1.5) 

198 ± 4 
(0.9) 

344 ± 
30** 
(2.3) 

193 ± 23 
(1.1) 

129 ± 6 
(1.1) 

247 ± 16 
(1.0) 

7.5 
25 ± 4 
(1.3) 

22 ± 5 
(0.7) 

155 ± 26 
(1.0) 

176 ± 15 
(0.8) 

363 ± 
30** 
(2.4) 

199 ± 26 
(1.1) 

131 ± 7 
(1.1) 

232 ± 22 
(0.9) 

Controle + 
492 ± 
69

a 
540 ± 
51

b 
1629 ± 
332

c 
2119 ± 
413

b 
1255 ± 
291

a 
1330 ± 

70
b 

835 ± 
22

d
 

969 ± 
57

e 

DMSO – 75 L/placa;  Controle +: Controle positivo: a 4-nitro-o-fenilenodiamina (10.0 

g/placa); b 2-Antramina (1.25 g/placa); c Azida sódica (2.5 g/placa); d Mitomicina (0.5 

g/placa); e2-aminofluoreno (10.0 g/placa). ** Mutagenicidade P  0.01 ANOVA. 

 

Tabela 19. Atividade mutagênica expressa como a média e desvio padrão do número de 

revertentes por placa nas linhagens bacterianas TA98, TA100, TA97a e TA102 expostas ao 
extrato hidroalcoólico de  P. ramiflora, em várias concentrações, com (+S9) e sem (-S9) 
ativação metabólica. 

 Número de revertentes his+/placa em Salmonella typhimurium 

 TA98  TA100  TA97a  TA102  

 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 

DMSO 24 ± 0 36 ± 12 171 ± 3 153 ± 15 154 ± 4 214 ± 26 289 ± 8 330 ± 3 

1,25 
25 ± 1 
(1,0) 

33 ± 6 
(0,9) 

167 ± 6 
(1,0) 

120 ± 11 
(0,8) 

154 ± 12 
(1,0) 

217 ± 11 
(1,0) 

341 ± 22 
(1,2) 

336 ± 27 
(1,0) 

2,5 
28 ± 4 
(1,2) 

28 ± 10 
(0,8) 

160 ± 23 
(0,9) 

137 ± 15 
(0,9) 

163 ± 16 
(1,1) 

194 ± 14 
(0,9) 

323 ± 10 
(1,1) 

296 ± 16 
(0,9) 

5 
36 ± 5 
(1,5) 

26 ± 4 
(0,7) 

171 ± 6 
(1,0) 

142 ± 3 
(1,0) 

238 ± 32 
(1,5) 

234 ± 6 
(1,1) 

390 ± 23 
(1,3) 

265 ± 3 
(0,8) 

7,5 
40 ± 1 
(1,7) 

21 ± 7 
(0,6) 

202 ± 14 
(1,2) 

131 ± 19 
(0,9) 

269 ± 10 
(1,8) 

237 ± 4 
(1,1) 

418 ± 11 
(1,5) 

280 ± 20 
(0,9) 

10 
35 ± 3 
(1,5) 

27 ± 8 
(0,8) 

230 ± 49 
(1,4) 

116 ± 13 
(0,8) 

314 ± 9 
(2,0)** 

228 ± 11 
(1,1) 

386 ± 33 
(1,3) 

255 ± 14 
(0,8) 

Controle + 
3520 ± 

579 
2186 ± 

444 
1099 ± 

102 
1989 ± 

39 
2056 ± 

186 
2599 ± 

194 
2406 ± 

229 
1593 ± 

12 

DMSO – 75 L/placa;  Controle +: Controle positivo: a 4-nitro-o-fenilenodiamina (10.0 

g/placa); b 2-Antramina (1.25 g/placa); c Azida sódica (2.5 g/placa); d Mitomicina (0.5 

g/placa); e2-aminofluoreno (10.0 g/placa). ** Mutagenicidade P  0.01 ANOVA. 

 

É sabido que o ácido gálico, presente nos extratos estudados, não apresenta 

mutagenicidade pelo teste de Ames (CHEN e CHUNG, 2000) e, ainda, pode 

apresentar atividade antimutagênica (ABDELWAHED et al., 2007; STICH et al., 
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1982). Entretanto, alguns compostos fenólicos, apesar de apresentar atividade 

antioxidante, apresentam atividade mutagênica em testes in vitro. 

Bhattacharya (2011) cita a ocorrência de algumas substâncias que possuem 

efeito anti ou pro mutagênico de acordo com a dose testada. O autor denomina 

esses compostos Janus carcinógenos, uma alusão ao deus romano Janus, que 

possuía duas faces: uma voltada para frente e outra para trás. 

A literatura comprova que flavonóis com atividade antioxidante como a 

quercetina, kaempferol, fisetina e miricetina também apresentam atividade 

mutagênica pelo teste de Ames (CZECZOT et al., 2000; ONG e KHOO, 1997; 

RESENDE, 2012). 

Embora o maior teor de flavonoides totais tenha sido encontrado no extrato 

hidroalcoólico de P. ramiflora, o extrato de P. torta apresentou atividade mutagênica 

in vitro em menores concentrações. Se fizermos uma relação entre o teor de 

flavonoides totais e o teor de fenóis totais, encontraremos valores de 1,38 para P. 

torta e 0,39 para P. ramiflora, o que indica que em P. torta os flavonoides, alguns 

dos quais pode ser atribuída atividade mutagênica, se encontram em maior 

quantidade com relação aos compostos fenólicos, como o ácido gálico, com 

atividade antimutagência (ABDELWAHED et al., 2007). Assim sendo, a atividade 

mutagênica apresentada pelos extratos depende de uma matriz complexa, onde as 

substâncias podem ter efeitos sinergéticos ou antagônicos sobre as atividades 

químicas e biológicas umas das outras. 

Segundo Yoshino et al. (1999), a miricetina apresenta atividade mutagênica 

mais pronunciada do que a observada para quercetina. Ela possui as mesmas 

características moleculares da quercetina, diferindo na presença de uma sexta 

hidroxila no carbono 5' do anel B, o que resulta em maior reatividade. A miricetina é 

um flavonol amplamente distribuído em plantas comestíveis e, embora seja 

comprovadamente genotóxico em bactérias e induza uma significativa degradação 

de DNA dependente da concentração, concorrente com a peroxidação lipídica, muito 

pouco é conhecido sobre os mecanismos de genotoxidade apresentados (SILVA et 

al., 1996). 
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 Rietjens et al. (2005) relatam que a atividade mutagênica dos flavonóis se 

relaciona com sua estrutura quinona/quinona metídeo. Baseado nisso, uma via de 

ativação por flavonóis de espécies DNA-reativas foi proposta (Figura 63), que inclui 

oxidação química ou enzimática a orto-quinona, seguida pela isomerização de orto-

quinona a quinona metídeos, sendo estes os potenciais intermediários ativos da 

alquilação de DNA-reativos. Dessa forma, pode-se inferir que os flavonóis presentes 

nas folhas de P. torta e P. ramiflora contribuem para as mutações induzidas. 

Eventos mutacionais podem representar sérios riscos à saúde humana. 

Mutações estão envolvidas nas etapas iniciais de doenças degenerativas, como 

câncer. Assim, os resultados apresentados reforçam os riscos do uso indiscriminado 

da fitoterapia e a importância da pesquisa sobre a mutagenicidade de compostos 

extraídos de plantas, especialmente daquelas utilizadas na medicina popular ou 

como alimento. 
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Figura 63. Via oxidativa da quercetina a o-semiquinona, o-quinona e quinona metídeo. 
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CONCLUSÕES 

 O estudo dos extratos hidroalcoólicos de P. torta e P. ramiflora neste trabalho 

possibilitou a identificação de metabólitos secundários e a padronização dos extratos 

pela quantificação de seus marcadores químicos: miricetina-3-O-β-D-

galactopiranosídeo, miricetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo e miricetina-3-O-α-L-

rhamnopiranosídeo. 

A utilização das técnicas de HPLC-ESI-IT-MS/MS, HPLC-ESI-QTRAP-MS e 

ESI-IT-MS/MS possibilitou avaliar de maneira rápida a composição química dos 

extratos, com a identificação de treze substâncias presentes nos extratos. 

As duas espécies, quando avaliadas por HPLC-DAD, exibiram o mesmo perfil 

flavonoídico, porém apresentaram diferenças significativas na concentração de seus 

marcadores químicos, flavonoides e fenóis totais. 

Os teores de miricetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo encontrados foram de 

2,53 e 13,55 mg.g-1 de extrato para P. torta e P. ramiflora, respectivamente. Para 

miricetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo foi encontrado 1,33 mg.g-1 de extrato de P. 

torta. Os valores encontrados para miricetina-3-O-α-L-rhamnopiranosídeo foram de 

2,20 e 9,61 mg.g-1 de extrato para P. torta e P. ramiflora, respectivamente. 

O extrato hidroalcoólico Pouteria torta apresentou 11,66 mg.g-1 de fenóis 

totais, 16,11 mg.g-1 de flavonoides totais e IC50 igual a 3,83 mg.mL-1, enquanto a 

infusão das folhas apresentou 90,83 mg.g-1 de infuso de fenóis totais e 5,56 mg.g-1 

de infuso de flavonoides totais, com IC50 igual a 0,53 mg.mL-1. 

Pouteria ramiflora apresentou 125,87 mg.g-1 de fenóis totais, 48,82 mg.g-1 de 

flavonoides totais e IC50 igual a 0,18 mg.mL-1 para o extrato hidroalcoólico. O teor de 

fenóis totais na infusão folhas de P. ramiflora foi de 55,85 mg.g-1 de infuso, enquanto 

o teor de flavonoides totais foi de 27,84 mg.g-1 de infuso, que apresentou IC50 igual a 

2,62 mg.mL-1. 

Ambos os extratos apresentaram atividade mutagênica in vitro pelo Teste de 

Ames. O extrato hidroalcoólico de P. torta apresentou mutagenicidade às linhagens 

TA97a e TA98, enquanto o extrato hidroalcoólico de P. ramiflora apresentou 

mutagenicidade à linhagem TA97a, em ausência de metabolização. 
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Os resultados apresentados para a atividade mutagênica in vitro apontam 

para a necessidade de investigações criteriosas da mutagenicidade in vivo destas 

espécies, que têm utilização comprovada na medicina popular. 
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