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Resumo 

 
As plantas medicinais utilizadas no tratamento de diversas doenças são fontes 

de uma infinidade de novas moléculas de interesse para a humanidade. Este 

trabalho investigou a composição química das partes aéreas do chá e do 

extrato metanólico de Indigofera hirsuta (Fabaceae), popularmente conhecida 

como “anileira” e encontrada no Cerrado brasileiro. O chá foi fracionado por 

cromatografia de permeação em gel e cromatografia líquida de média pressão, 

tendo-se isolado: kaempferol, ácido protocatecuico, kaempferol-3-O-β-D-

glucopiranosideo, triptofano e uracila. O extrato metanólico foi fracionado por 

cromatografia líquida de alta pressão, que possibilitou o isolamento de: ácido 

gálico, galato de metila, rutina e kaempferol-3-O-β-D-glucopiranosideo. As 

substâncias foram identificadas por técnicas espectroscópicas (UV, IV e RMN) 

e as estruturas confirmadas pelo uso da técnica acoplada de HPLC-DAD-ESI-

MS. O chá, extrato metanólico e as substâncias isoladas foram avaliados 

quanto à atividade antioxidante, utilizando-se DPPH. O extrato metanólico 

apresentou significativa atividade antioxidante, enquanto que o chá não 

apresentou atividade antioxidante considerável, quando comparados com o 

padrão ácido gálico. Das substâncias isoladas, o galato de metila apresentou a 

maior atividade antioxidante. O chá de I. hirsuta foi também avaliado quanto à 

atividade gastroprotetora em lesões induzida por etanol absoluto em 3 

diferentes doses: 125 mg.Kg-1, 250 mg.Kg-1 e 500 mg.Kg-1, sendo a menor 

dose a que apresentou melhor efeito. Contudo, o chá de Indigofera hirsuta não 

apresentou atividade gastroprotetora. 

 

 

Palavras-chave: Indigofera hirsuta. Chá. Flavonoides. Fabaceae. 



Dissertação – Adriana Candido da Silva Moura 13 

Abstract 

 

Medicinal plants used in the treatment of various diseases and are source of 

many new molecules. This work investigates  the chemical composition of the 

aerial parts of the infusion and methanol extract of Indigofera hirsuta 

(Fabaceae), popularly known as “anileira” and found in the Brazilian Cerrado. 

The infusion was fractionated by gel permeation chromatography and medium 

pressure liquid chromatography, it was possible to isolate kaempferol, 

protocatecuic acid, kaempferol-3-O-β-D-glucopyranoside, tryptophan and uracil. 

The methanol extract was fractionated by high pressure liquid chromatography, 

which allowed the isolation of gallic acid, methyl gallate, rutin and kaempferol-3-

O-β-D-glucopyranoside. The substances were identified by spectroscopic 

techniques (UV, IR and NMR) and confirmed by the use of HPLC-DAD-ESI-MS 

coupling. The infusion, methanol extract and isolated compounds were 

evaluated for their antioxidant activity using DPPH. The methanol extract 

showed significant antioxidant activity, while the tea did not show significant 

antioxidant activity, when compared to gallic acid. Among the isolated 

substances methyl gallate presented the highest antioxidant activity. The I. 

hirsuta was also evaluated for its gastroprotective activity in lesions induced by 

absolute ethanol in 3 different doses (125 mg.Kg-1, 250 mg.Kg-1 and 500 mg.Kg-

1).The lowest dose showed the best effect. However, the infusion not active 

gastroprotective. 

 

 

Keywords: Indigofera hirsuta. Tea. Flavonoids. Fabaceae. 
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1 Introdução 
 

1.1 Plantas Medicinais e Fitoterápicos 
 

O uso de plantas no tratamento de doenças conhecido como fitoterapia 

é milenar. A fitoterapia, palavra de origem grega [fhtoi (planta) + qerapa 

(tratamento)] (MIGUEL; MIGUEL, 2004), surgiu do contínuo uso de plantas 

partindo-se de conhecimentos empíricos baseados na observação da natureza 

e no comportamento dos animais, sendo essas informações acumuladas no 

decorrer do tempo e transmitidas de geração a geração e utilizadas pelas 

comunidades (DI STASI, 1996). 

O conhecimento popular sobre o uso de plantas é de extrema 

importância no sentido de orientar a busca por substâncias ativas que darão 

origem a novos medicamentos. O Brasil apresenta um grande potencial 

fitoterápico, pois além da extensa biodiversidade há ainda uma herança cultural 

de grande relevância devido influência de diversas populações (indígena, 

europeia, africana) que dispõem de amplo conhecimento sobre as plantas, 

sendo a população brasileira privilegiada nesse sentido (VIEIRA, 2007). 

As plantas medicinas utilizadas em todos os continentes principalmente 

nos países em desenvolvimento apresentam uma grande importância 

econômica, uma vez que parte significativa da população tem acesso limitado 

aos medicamentos industrializados (AGRA et al., 2008). Segundo a 

Organização Mundial de Saúde 65 a 80% da população mundial utilizam 

plantas com finalidades terapêuticas mesmo com o desenvolvimento da 

indústria farmacêutica e o surgimento de novos medicamentos sintéticos (ILHA 

et al., 2008). Logo, percebemos uma crescente utilização de plantas no 

tratamento de diversos males (MIGUEL; MIGUEL, 2004). 

Muitos dos benefícios proporcionados pelas plantas devem-se a 

substâncias com propriedades antioxidantes, principalmente compostos 

fenólicos, como por exemplo os flavonoides encontrados em inúmeras plantas 

(SULTANA; ANWAR, 2008). Esses compostos protegem o organismo de 

reações oxidativas que podem causar uma série de doenças como problemas 
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do coração e câncer, portanto, é de extrema importância conhecer a origem 

desses antioxidantes naturais (LI et al., 2008). 

Porém, existe a preocupação com o uso inadequado dessas plantas que 

por diversas vezes pode apresentar algum grau de toxicidade, como o caso do 

confrei (Symphytum officinalis), que durante muito tempo era utilizado no 

combate a diversos problemas de saúde, inclusive o câncer, e que após estudo 

químico e toxicológico descobriu-se que continha substâncias (alcaloides) 

extremamente tóxicas para o fígado, o que levou a proibição de seu uso interno 

(VILEGAS; CARDOSO, 2007), ou como, por exemplo, o chá das folhas de 

graviola (Anona muricata L.) que pode provocar problemas no pâncreas, 

podendo causar a diabete (VIEIRA,1992). 

 Sendo assim, é de extrema importância o conhecimento da composição 

química e da atividade farmacológica dessas plantas para que se possa 

estabelecer critérios e metodologias de análise, controle de qualidade e 

preparo de formulações fitoterápicas. 

Devido ao crescimento do uso dos fitoterápicos surgiu a necessidade de 

padronização desses medicamentos originários de plantas, sendo necessário o 

conhecimento prévio dos princípios ativos presente nas formulações 

fitoterápicas. Para tanto a Legislação de Fitoterápicos vem sendo reformulada 

desde a primeira edição da Farmacopeia Brasileira (1929). Atualmente a 

resolução da ANVISA RDC n° 48 de 16 de março de 2004 estabelece algumas 

definições dentre elas a de “fitoterápico: medicamento obtido empregando-se 

exclusivamente matérias primas ativas vegetais. É caracterizado pelo 

conhecimento e eficácia e dos riscos de seu uso, assim como pela 

reprodutibilidade e constância de sua qualidade. Sua eficácia e segurança são 

avaliadas através de levantamentos etnofarmacológicos de utilização, 

documentações tecno-científicas em publicações ou ensaios clínicos fase 3. 

Não se considera medicamento fitoterápico aquele que, na sua composição, 

inclua substâncias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associações 

destas com extratos vegetais”. Além disso, esse fitoterápico deve ser registrado 

e possuir uma série de documentos contendo as informações necessárias para 
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assegurar sua qualidade e evitar resultados indesejáveis (VILEGAS; 

CARDOSO, 2007). 

As plantas medicinais são frequentemente consumidas pela população 

na forma de chás medicinais (WANG; PROVAN; HELLIWELL, 2000), portanto, 

o estudo químico e farmacológico de chás medicinais é de grande relevância. 

 

1.2 Chás Medicinais 
 

Chás medicinais são consumidos mundialmente, principalmente na 

Índia, China, Japão e Indonésia, a eles são atribuídas propriedades 

antioxidante e anticarcinogênica. O primeiro a ser consumido como chá 

medicinal foi o chá das folhas de Camellia sinensis, (WANG; PROVAN; 

HELLIWELL, 2000). 

Os chás medicinais são classificados em 3 tipos (de acordo com 

tratamento realizados com as folhas): Verde (as folhas são apenas secas 

imediatamente após colheita, evitando, assim, a fermentação); Preto (as folhas 

sofrem um processo de fermentação em tanques fechados, depois elas são 

aquecidas e desidratadas); Oolong (as folhas são secas após a colheita, 

depois são levadas ao processo de fermentação, porém, este é interrompido no 

início) (WANG; PROVAN; HELLIWELL, 2000). 

Diferentes classes de produtos naturais foram encontradas em chás: 

alcaloides, compostos voláteis, polifenóis (flavanoides e seus glicosídeos, 

ácidos fenólicos e ésteres, ácidos clorogênicos, teaflavinas, tearubiginas), 

pigmentos não fenólicos, aminoácidos, metais e vitaminas (FINGER; KURH; 

ENGELHARDT, 1992). 

Estudos de chás verdes e chás pretos demonstraram que estes 

apresentam propriedades anticarcinogênica (WEISBURGER et al., 1996). Os 

mesmos autores atribuem estas propriedades a polifenóis identificados nestes 

tipos de chás: para o chá verde epigalocatequinas, enquanto que no chá preto 

foram identificadas teaflavinas e tearubinas. 
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Price, Rhodes e Barnes (1998) avaliou a distribuição de flavonoides 

glicosilados em onze tipos de chás, concluindo que os derivados glicosilados 

da quercetina são encontrados em maior quantidade em todos os tipos de 

chás, seguidos pelos derivados glicosilados do kaempferol e por último dos 

derivados glicosilados da miricetina. As agliconas existem em menor 

quantidade em todos os tipos de chás analisados. 

Estudos realizados com o chá de espécies de Indigofera demonstraram 

que este apresenta atividade antitumoral (VIEIRA et al., 2006), antimicrobiana 

(LEITE et al., 2006) e embriotóxica (LEITE et al., 2004). 

 

1.3 Indigofera (Fabaceae) 
 

Para a família Fabaceae (Leguminosae) estão descritos 

aproximadamente 482 gêneros e cerca de 12000 espécies de ampla 

distribuição nas regiões temperadas e tropicais. Os principais gêneros estão 

distribuídos em 31 subfamílias, das quais pode-se citar Indigofereae, que 

possui espécies de Indigofera com importância medicinal (DI STASI; HIRUMA-

LIMA, 2002). 

O gênero Indigofera apresenta cerca de 700 espécies herbáceas e 

arbustivas que ocorrem nas regiões tropicais e subtropicais, principalmente na 

África, ocorrendo na Austrália, Argentina, China, Índia, Panamá, sudeste 

asiático e Tailândia. No Brasil foram identificadas 11 espécies, sendo algumas 

delas amplamente distribuídas no estado de São Paulo (MOREIRA; AZEVEDO 

TOZI, 1997; BARROS; TEIXEIRA, 2008).  

Várias espécies deste gênero já foram estudadas química e 

farmacologicamente, sendo encontrados como metabolitos ácidos fenólicos, 

flavonoides, alcaloides, nitrocompostos (CALVO, 2007), e apresentaram 

diversas atividades farmacológicas (Tab. 1) (CALVO, 2007; BARROS; 

TEIXEIRA, 2008). 
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Tabela 1. Estudos de algumas espécies de Indigofera descritos na literatura (CALVO, 2007). 

Espécie Sustância Atividade Faramacológica 
I. aspalathoides Indigocarpana, mucronulatol, flavona 

glicosilada 
anti-inflamatória, hepatoproteção, antitumoral, 
anti-hipoglicemiante 

I. dendroides  gastrointestinal 

I. daleoides  antidiarreíca 

I. endecaphylla 3-nitropropionato, 3-nitropropionato de 
etila, ácido 3- 
nitropropanóico, ácido succínico, 
metilglucopiranosídeo 

antiparasitária para plantas, tóxica 

I. hartwegii indicana, apigenina, rutina, 
hesperidina 

antiespasmódica 

I. hirsuta kaempferol 3,5-digalactosídeo  antiparasitária para plantas 

I. lespedezioides  antiulcerogênica 

I. microcarpa taninos, flavanonas, esteróides, 
terpenóides,saponinas,  2-aril-3-
metilbenzofuranos, 2-(2'-hidroxi-4'-
metoxifenil)-3-metil-6- 
metoxibenzofurano, 2-(2'-hidroxi-4'- 
metoxifenil)-3-metil-5,6- 
dioximetilenebenzofurano 

antimicrobiana 

I. pulchra  antiofídica 

I. suffruticosa Índigo, pinitol, sitosterol e 
louisfieserone, glicosídeos do ácido 3-
nitropropanóico 

antioxidante e antiulcerogênica, antitumoral, 
anti-inflamatória, embriotoxicidade, 
antimicrobiana, antiparasitária para plantas, 
tóxica, estimulante do sistema nervoso 
central, 

I. tinctoria flavonóides glicosilados e 
furano-flavonóides, rotenóides, 
histamina 

anti-hipoglicemiante, hepatoproteção, 
antiparasitária para plantas, antiparasitária 
para seres humanos 

I. truxillensis  antioxidante e antiulcerogênica, antiparasitária 
para plantas 
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Indigofera hirsuta (Fig. 1) (anileiro) é classificada como subarbusto, que 

ocorre predominantemente em Cerrado. Existe em diversos Estados brasileiros 

sendo amplamente distribuída no Estado de São Paulo (MOREIRA; AZEVEDO 

TOZI, 1997). Existem poucos estudos de Indigofera hirsuta na literatura (Tab. 

1). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Indigofera hirsuta 

A) Fonte: disponível em: http://florabase.dec.wa.gov.au/browse/photo/3978 

acesso em 02 fev. 2009. 

B) B) Aspecto do ramo (MOREIRA; AZEVEDO TOZI, 1997). 
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1.4 O Cerrado brasileiro 

O Cerrado brasileiro (Fig. 2) ocupa 25% do território nacional, 

principalmente a região central, uma área de 200 milhões de hectares. É o 

segundo maior bioma brasileiro contendo cerca de 56 mil espécies vegetais 

(MIRANDA, 2006). Ainda não completamente conhecida, a flora do cerrado é 

riquíssima, as principais famílias encontradas são: Leguminosae (Mimosaceae, 

Fabaceae, Caesalpiniaceae), Popaceae e Asteraceae. O bioma Cerrado 

caracteriza-se por ter flora e fauna heterogêneos devido a sua localização, pois 

tem fronteiras com os outros biomas brasileiros (Cerrado brasileiro, disponível 

em www.portalbrasil.net/cerrado.html). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Mapa do Cerrado brasileiro. (disponível em: 

<http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/meio-ambiente-cerrado/cerrado-

brasileiro-2.php> acesso em jan/2010). 
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1.5 Flavonoides 
  

Flavonoide é o nome dado a um grande grupo de moléculas ou 

fitonutrientes. São polifenóis de baixo peso molecular, encontrados em diversas 

plantas, sendo responsáveis pela coloração das flores (DI STASI, 1996; 

HARBONE, 1996). Representam um dos grupos fenólicos mais importantes e 

diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de metabólitos 

secundários é amplamente distribuída no reino vegetal (COUTINHO; 

MUZITANO; COSTA, 2009). 

 O esqueleto carbônico básico (C6-C3-C6), biossintetizado a partir das 

vias do ácido chiquímico e ácido acético (Fig. 3), pode apresentar variações 

atribuídas ao nível de oxidação, sendo estas promovidas por reações de 

alquilação, glicosilação ou oligomerização, diversificando a estrutura dos 

flavonoides (TAHARA, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema geral simplificado de formação do flavonol quercetina 

(DEWICK, 1997). 

 

Quercetina e Kaempferol – flavonóis amplamente distribuídos pelo reino 

vegetal – apresentam significativa ação anti-inflamatória (KIM, 2004), 

antioxidante, antitumoral, antiviral, entre outras. Além destes, existem outros 
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flavonoides que apresentam diversas atividades biológicas (Fig. 4) 

(COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Flavonóis com atividades biológicas (COUTINHO; MUZITANO; 

COSTA, 2009). 

 

Flavonoides como a rutina, narigenina, quercetina, kaempferol e 

luteolina destacam-se por apresentarem atividade antiulcerogênica (MIRANDA, 

2006). 

São descritos na literatura diversos derivados do kaempferol e da 

quercetina para I. truxillensis e I. suffruticosa, os quais possuem atividade 

mutagênica (CALVO et al., 2009). 
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2 Objetivos 
 
Os objetivos deste trabalho foram: 

 

2.1 Objetivo Geral 
 

�  Contribuir para o uso sustentável do bioma do Estado de São Paulo. 

 

2.2 Objetivos Específicos 
 

� Estudar a composição química do chá e do extrato metanólico das 

partes aéreas de Indigofera hirsuta; 

� Dar continuidade ao estudo integrado químico-farmacológico de 

plantas medicinais. 
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Estruturas das substâncias isoladas das partes aéreas de Indigofera hirsuta.  
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3 Materiais e equipamentos 
 

� Solventes: Acetato de etila, butanol e metanol (Synthlab�) grau 

PA, água Milli-Q (Millipore�), metanol (Baker�) grau HPLC e 

dimetil sulfóxido hexadeuterado (DMSO-d6) (Sigma Aldrich�), 

Ácido trifluoroacético (TFA) (Mallinckrodt®). 

� Balanças: balança analítica (Marte�, AL 200) com capacidade 

para 200g e precisão de 0,001g para pesagem das frações e 

balança (Quimis�, BG 4000) com capacidade para 4.040g e 

precisão de 0,01g para pesagem dos extratos. 

� Estufa Quimis�. 

� Filtro com membrana de PTFE (politetrafluoretileno, teflon�, 

Millipore�) com poro de 0,45 e 0,20 �m para preparo de amostras 

para análise por HPLC. 

� Centrifuga: Centrífuga (CELM�, COMBATE, a 2500 rpm) 

� Liofilizador (Savant�, com bomba VLP200). 

� Evaporador rotativo (Heidolph�, Laborota 4001 – efficient) 

equipado com bomba à vácuo (Heidolph�, Rotavac valve control). 

 

Os procedimentos cromatográficos foram realizados em: 

� Placas preparadas de sílica gel 60 (Merck�) (20 x 20 cm x 0,2 

mm).  

� Reveladores: - Luz UV (254-366 nm) (Chromatovue�);  

 - Anisaldeído/H2SO4 (WAGNER; BLAT; ZGAINSKY, 

1984): 0,85 mL de anisaldeído; 85 mL de MeOH; 

10,0 mL de ácido acético e 5 mL de H2SO4; 

 - NP/PEG (específico para flavonoides) (WAGNER 

et al., 1984): 100 mg de defenilaminoborato (NP); 

500 mg de polietilenoglicol 2000 (PEG) e 20,0 mL de 

MeOH. 

� Colunas de vidro preenchidas com Sephadex LH-20 (70 cm x 3,0 

cm d.i.) e (30 cm x 3,0 cm d.i) acopladas a uma bomba peristáltica 
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modelo P1 18-1110-91 (Pharmacia�) e a um coletor automático 

Redifrac (Pharmacia�); 

� Cromatógrafo Líquido de Média Performace Büchi Pump Manager 

C-615. 

� Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (analítico) modelo PU-

2089 (Jasco�), acoplado a um detector de arranjo de foto diodos 

com faixa de varredura de 195-650 nm e intervalo mínimo de 1 

nm, modelo MD-20140 (Jasco®), com coluna de fase reversa 

RP18 imobilizadas com octadecilsilano, modelo Luna 2 

(Phenomenex®) (250 x 4,6 mm d.i.) com partículas de tamanho 

médio de 5 μm e softwares Star Chromatography Workstation 

versão 5.31 (Varian�) e EZChrom Elite Client/Server versão 3.1.7 

(Chromatec�) para o processamento dos dados cromatográficos; 

�  Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (semi-preparativo) 

modelo ProStar 210/330 (Varian®) acoplado a um detector de 

arranjo de foto diodos, com coluna de fase reversa RP18 

imobilizadas com octadecilsilano, modelo Luna 2 (Phenomenex®) 

(250 x 10,0 mm d.i.) com partículas de tamanho médio de 10 μm.   

� Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (semi-preparativo) 

(Knauer�), acoplado a um detector de índice de refração, 

Smartline RI Detector 2300/2400 (Knauer�) com coluna de fase 

reversa C18 (Phenomenex�) (250 x 10 mm d.i.) com partícula de 

tamanho médio de 10  μm. 

 

Os dados espectroscópicos e espectrométricos para determinação 

estrutural das substâncias forma obtidos dos equipamentos: 

� Espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear de 11,7 T 

(Varian� INOVA), operando a 500 MHz para 1H e 125 MHz para 
13C. O TMS foi usado como padrão interno para determinação dos 

deslocamentos químicos; 

� Espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear (Varian� 

INOVA), operando a 300 MHz para 1H e 75 MHz para 13C. 
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� Espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear (Bruker�), 

operando a 200 MHz para 1H e 50 MHz para 13C. 

� Espectrofotômetro de Infravermelho Jasco�, modelo FT/IR – 

4100; 

� Espectrofotômetro de Ultraviloeta/Visível (Hach�), modelo 

DR/4000 U; 

� Espectrômetro de massas de alta resolução (EM-ESI-QTOF) 

(FCF-USP-RP) ultrOTOFQ-ESI-TOF Bruker Daltonics® (Billerica, 

MA – USA); acoplado ao Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência 

Shimadzu® com detector de arranjo de foto diodos, com coluna de 

fase reversa C18 Shimadzu® (250 x 10,0 mm d.i.) com partículas 

de tamanho médio de 5 μm.  

� Polarímetro Jasco�, modelo P-1020. 
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4 Desenvolvimento, resultados e discussões 
 

4.1 Coleta do Material Vegetal e preparo dos extratos 
 

As partes aéreas (galhos, folhas e sementes) de Indigofera hirsuta foram 

coletadas em dezembro de 2007 no Estado do Tocantins pelo Dr. Eduardo R. 

Santos  (exsicata numero 389 depositada no herbário da Universidade Federal 

do Tocantins (UFT)) e identificadas pelo Prof. Dr. Jorge Y. Tamashiro. As 

partes aéreas foram secas em estufa (40 ºC), depois trituradas em moinho de 

facas resultando um pó. Uma porção (400 g) do pó foi submetida à extração 

por infusão, sendo adicionado 4L de água fervente, o recipiente mantido 

fechado em repouso por 24 horas. Em seguida, a solução foi filtrada à pressão 

reduzida, o resíduo sólido descartado e o infuso armazenado a uma 

temperatura de 10°C ocorrendo a formação de um precipitado amarelo, o qual 

foi separado por centrifugação.  

O precipitado foi inicialmente solubilizado em MeOH e depois seco em ar 

comprimido sendo obtido 1,079 g. O sobrenadante foi concentrado em 

evaporador rotativo e liofilizado, sendo obtido 99 g de extrato aquoso. Além do 

chá (extrato aquoso e precipitado amarelo) foi obtido o extrato metanólico 

(EMeOH) de Indigofera hirsuta por percolação (Flux. 1). 
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Fluxograma. 1. Preparação dos extratos de Indigofera hirsuta. 

Partes aéreas 
de I. hirsuta

-Secagem em estufa 40°C
- Trituração em moinho de facas
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Sólido
(Descartado)
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- Armazenamento (10°C)
- Precipitacão
- Centrifugação

Precipitado 
amarelo solúvel 

em MeOH

Solução 
Aquosa

- Secagem (ar comprimido)
- Concentração em  rota-
evaporador
- Liofilização

Precipitado 
amarelo 
(1,1 g)

Extrato aquoso
(99 ,0 g)
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(200 g)

- Extração exaustiva por percolação (MeOH)
- Concentração em  rota-evaporador

Sólido
(Descartado)

EMEOH
(40 g)
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4.2 Caracterização dos extratos por HPLC- DAD 
 

A caracterização de extratos polares por HPLC-DAD é muito utilizada 

em nosso laboratório, pois permite sugerir a presença de determinadas classes 

de substâncias ou mesmo a identificação destas nos extratos através da 

comparação com padrões conhecidos, comercias ou já isolados pelo grupo de 

pesquisa. São comparados dois fatores: o tempo de retenção (tr) e o espectro 

de absorção no UV. 

Os três extratos obtidos (Extrato aquoso, Precipitado amarelo e EMeOH) 

foram submetidos a clean-up com cartucho de C18, solubilizados em 

MeOH/H2O (5:95, v/v) (20 mg.mL-1), filtrados em membrana PTFE 

(politetrafluoretileno) e caracterizados por HPLC- DAD (Jasco®) (Coluna 

Phenomenex® Luna C18 5 µm (250 X 4,60 mm), 254 nm, 1 mL.min-1, Modo 

Gradiente: Solvente A: H2O acidificado com 0,05 % de TFA, Solvente B: MeOH 

acidificado com 0,05 % de TFA, 5% B – 100% B (60 min)).  

Os cromatogramas obtidos estão representados na Fig. 5. A Tab. 2 

apresenta os � de absorção máxima dos picos majoritários dos 

cromatogramas. 

Para o precipitado amarelo (Fig. 5 (A)) e para o EMeOH (Fig. 5 (C)) 
foram observados picos com espectros no UV característicos de flavonoides, 

com bandas de absorção  entre 250 e 270 nm (Banda II) e entre 345 e 370 nm 

(Banda I)  (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970). Estes picos apresentaram 

tempo de retenção maior que 30 min. Além destes, outros picos com menor tr 

foram observados (entre 10 e 20 min); estes apresentaram espectros de 

absorção no UV com banda em 273 nm sugerindo a presença de derivados de 

ácidos fenólicos (RINALDO, 2007).  

No extrato aquoso (Fig. 5 (B)) observamos a predominância  de picos 

com menor tr (entre 4 e 30 min), e seus espectros no UV apresentaram bandas 

de absorção entre 250 e 280 nm. A ausência de picos com espectros de 

absorção no UV característicos de flavonoides nesse extrato (foi observado um 

único pico de pequena inetensidade em 34,69 min) evidenciou que estes foram 
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separados na etapa de centrifugação da infusão durante a obtenção dos 

extratos, ficando estas substâncias presentes no Precipitado amarelo (Flux. 1; 
Fig. 5 (A)). Evidenciou também a baixa solubiladade dos flavonoides em H2O 

quando armazeandos em baixas temperaturas. 

Outra característica observada nesse � analisado é o fato de que no 

extrato aquoso a intensidade de absorção dos picos é da ordem de 125 mAu 

enquanto que no EMeOH é da ordem de 800 mAu. Esse fato sugere que há 

uma menor concentração dos metabólitos no extrato aquoso quando 

comparado ao EMeOH, pois ambos foram preprarados na mesma 

concentração (20 mg.mL-1). Por outro lado, no cromatograma do extrato 

aquoso observamos uma maior quantidade de picos, sugerindo a existência de 

maior quantidade de metabolitos nesse extrato. 
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Figura 5. Cromatogramas dos extratos de I. hirsuta e espectros de absorção 

no UV dos picos mais intesnos: A) Precipitado amarelo; B) Extrato aquoso; C) 
EMeOH. 
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Tabela 2. Tempo de retenção e ��máximos de absorção das substâncias presentes 

nos extratos analisados. 

Precipitado amarelo Extrato aquoso EMeOH 

Tempo de 

retenção (min) 

Absorção 

(nm) 

Tempo de 

retenção (min) 

Absorção 

(nm) 

Tempo de 

retenção (min) 
Absorção (nm) 

15,14 260; 294 4,71 259 10,03 273 

20,22 256 5,80 250 18,89 274 

32,35 264; 355 7,30 267 31,74 258; 354 

35,05 266; 348 10,28 272 34,48 265; 347 

35,31 259; 355 19,18 278 35,77 266; 348 

36,28 266; 350 20,26 256   

38,98 303; 371 23,25 275   

42,44 265; 367 26,68 280   

  34,69 266; 345   
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4.3 Fracionamento dos extratos 

  

4.3.1 Precipitado amarelo 
 

Iniciou-se a separação cromatográfica com o fracionamento por GPC do 

precipitado amarelo. Para tanto, foi utilizada coluna de Sephadex LH-20 (30 cm 

x 3,0 cm d.i.) e eluição com MeOH. Foram obtidas 20 frações, após análise por 

CCDC [placas de sílica gel, eluídas em CHCl3/MeOH/n-PrOH/H2O (5:6:1:4, 

v/v/v/v), fase orgânica], e revelação com solução de anisaldeído/H2SO4). Uma 

dessas frações apresentou a substância pura Ih1, de Rf 0,83.  Essa substância 

foi analisada por CCDC com o padrão de quercetina utilizando NP-PEG como 

revelador (Fig. 6). Neste sistema [CHCl3/MeOH (9:1, v/v)] Ih1 apresentou Rf 

0,47, enquanto que o padrão de quercetina apresentou Rf 0,35. Portanto, Ih1 é 

menos polar que a quercetina (Fig. 6) (Flux. 2). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Análise comparativa por CCDC de Ih1 com o padrão quercetina. 

[Sílica gel; CHCl3/MeOH (9:1, v/v)]. 

 

Outra fração obtida a partir do fracionamento por Sephadex LH-20 foi 

purificada por HPLC [Coluna Phenomenex® Luna C18 10 µm (250 X 10 mm), 

254 nm, 4,8 mL.min-1, Modo Gradiente: Solvente A: H2O acidificado com 0,05 

% de TFA, Solvente B: ACN acidificado com 0,05 % de TFA, 5% B – 10% B (30 

min), 10% B – 100% B (50 min); 80 mg.mL-1; injeções de 80 μL], permitindo o 

isolamento e a identificação de Ih2 (Flux. 2). 

Ih1 
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Fluxograma 2. Fracionamento do precipitado amarelo. 

 

Essas substâncias (Ih1 e Ih2) purificadas foram injetadas no HPLC 

(Jasco®) nas mesmas condições de caracterização do Precipitado amarelo, 

sendo analisados os espectros de absorção no UV juntamente com o tr, 

permitindo sua identificação no mesmo. Desse modo,  concluimos que Ih1 é a 

substância com tr de 42,44 min e Ih2 com tr de 15, 14 min (Fig. 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Cromatograma do precipitado amarelo e identificação de Ih1 e Ih2 na 

caracterização deste. 
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4.3.2 Extrato aquoso 
 

O extrato aquoso (100 mg) foi submetido a extração líquido-líquido com: 

A) AcOEt e B) n-BuOH. Porém essas extrações apresentaram baixo 

rendimento, 5% e 17%, respectivamente (Fig. 8).  

 

 

 

 

Figura. 8. Rendimento das extrações líquido-líquido com: A) AcOEt e B) 

n-BuOH. 

Sendo assim, solubilizamos o extrato (3 g) em 20 mL de MeOH e 

fracionamos por GPC em coluna de Sephadex LH-20 (70 cm x 3,0 cm d.i.) 

eluída com MeOH. Este procedimento resultou em 300 frações que foram 

analisadas por CCDC [placas de sílica gel, eluídas em CHCl3/MeOH/n-

PrOH/H2O, (5:6:1:4, v/v/v/v), (fase orgânica) e revelação com solução de 

anisaldeído/H2SO4] e reunidas em 7 grupos (Tab. 3). Esse fracionamento foi 

repetido sete vezes. 

Tabela 3. Frações do extrato aquoso obtidas após análise por CCDC, técnica 
cromatográfica de purificação e substâncias isoladas. 

Grupos Purificação Compostos obtidos 

Fração A (1064 mg) - - 

Fração B (1332 mg) MPLC - 

Fração C (1666 mg) MPLC - 

Fração D (241 mg) MPLC Ih4 e Ih5 

Fração E (73 mg) MPLC - 

Fração F (54 mg) MPLC - 

Fração G (10 mg) - Ih 3 

B) n-BuOHA) AcOEt

Rendimento 17%Rendimento 5%
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A Fração G apresentou uma substância de Rf 0,64 e coloração 

amarelada (Fig. 9), que após análise por RMN foi identificada como Ih3. 

 

 

 

 

 

Figura 9. CCDC da Fração G. 

A Fração D foi purificada por MPLC (C18, 15 cm x 1,5 cm, eluição 

gradiente H2O/MeOH; 2,5 mL.min-1 ). As frações resultantes foram analisadas 

por CCDC (placas de sílica gel, eluídas com CHCl3/MeOH/n-PrOH/H2O, 

(5:6:1:4, v/v/v/v) e revelação com solução de anisaldeído/H2SO4) sendo 

possível observar a presença de duas substâncias isoladas Ih4 (Rf 0,28) e Ih5 

(Rf 0,58) (Fig. 10).  

 

 

 

 

 

Figura 10. CCDC das frações obtidas da purificação da Fração D por 

MPLC. 

Outras frações também foram purificadas por MPLC. Porém não 

obtivemos sucesso no isolamento e identificação de outras substâncias. 

As três substâncias isoladas do extrato aquoso foram analisadas por 

HPLC nas mesmas condições de caracterização desse extrato, permitindo 

identificá-las no cromatograma da Fig. 11. 

Ih4 

Ih5 
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Figura 11. Cromatograma do Extrato aquoso e identificação de Ih3, Ih4 e Ih5 . 

 

4.3.3 Extrato metanólico 
  

O EMeOH apresentou pequena quantidade de picos majoritários 

observados no cromatograma da Fig. 5. C). Sendo assim, a condição de 

separação foi transformada para o modo semi-prepartivo (Coluna 

Phenomenex® Luna C18 10 µm (250 X 10,0 mm), 254 nm, 4 mL.min-1, Modo 

Gradiente: Solvente A: H2O acidificado com 0,05 % de TFA, Solvente B: MeOH 

acidificado com 0,05 % de TFA, 10% B – 40% B (10 min), 40% B – 60% B (30 

min), 60% B – 100% B (35 mim). Esse extrato  foi fracionado em uma única 

etapa, sendo obtidos as seguintes substâncias: Ih6, Ih7, Ih8 e Ih3. Estas foram 

então identificadas na caracterização do EMeOH (Fig. 12). 
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Figura 12. Cromatograma do EMeOH e identificação de Ih3, Ih6, Ih7 e Ih8 . 

 

As substâncias isoladas de Indigofera hirsuta (Ih1 a Ih8) foram 

identificadas pelas análises realizadas por HPLC avaliando-se os tempos de 

retenção e absorção no UV (Tab. 4) no método descrito no item 4.2, 

juntamente com as análises dos espectros de RMN, IV e EM. 

Tabela 4. Avaliação dos tempos de retenção e absorção no UV das 
substâncias isoladas de I. hirsuta. 

Substância Tempo de retenção 

(min) 

Absorção 

(nm) 

Ácido gálico 10,0 273 

Ácido protocatecuico 14,9 260; 294 

Galato de metila 18,8 274 

Kaempferol 42,0 265; 367 

Kaempferol-3-O-β-D-glucopiranosídeo 34,7 265; 347 

Rutina 31,4 257; 356 

Triptofano 18,7 278 

Uracila 4,7 259 
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4.4 Identificação estrutural 

4.4.1 Kaempferol (Ih1) 
  

O espectro de absorção na região do UV dessa substância apresentou 

banda II em 265 nm atribuída ao anel A e a banda I em 367 nm atribuída a 

conjugação dos anéis B e C, típicas de flavonoides (MABRY; MARKHAM; 

THOMAS, 1970) (Espectro 1). 

 

 

 

 

 
 

Espectro 1. Espectro de absorção no UV do kaempferol (Ih1). 

  

O espectro vibracional na região do IV da substância Ih1 (Espectro 2) 

apresentou banda atribuída ao estiramento �O-H em 3317 cm-1, banda de 

estiramento �C=C(aromático) em 1607 cm-1, deformação angular no plano de �O-H 

em 1380 cm-1, estiramento �C-O em 1170 cm-1, e banda de deformação angular 

fora do plano �C-H(aromático) em 813 cm-1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Espectro 2. Espectro no IV do Kaempferol (Ih1). 
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O espectro de RMN de 1H de Ih1 (Espectro 3) forneceu dubletos (2H, 

J=8,5 Hz) em δ 8,05 referente as posições H6´/H2´ e em δ 6,94 (2H; H5´/H3´), 

evidenciando acoplamentos na posição orto, atribuídos ao anel B de um 

flavonoide. Além desses, observamos dubletos (1H, J=2 Hz) em δ 6,44 (H8) e 

em δ 6,20 (H6), evidenciando os acoplamentos meta dos hidrogênios ligados 

anel A do flavonoide. Os dados obtidos dos espectros de gHMQC (Espectro 4) 

e gHMBC (Espectro 5) estão na Tab. 5. Comparando-se os dados obtidos com 

os da literatura (HARBONE, 1996; AGRAWAL, 1989), concluímos que Ih1 é o 

Kaempferol. 

 

Tabela 5. Deslocamentos químicos de RMN de 1H (DMSO-d6, 500 MHz) e 13 C (DMSO-

d6, 125 MHz) do Kaempferol (Ih1). 

 Ih1 HARBONE, 1996/ AGRAWAL, 
1989 

Posição 1H (ppm),  
J (Hz) 

13C (ppm) 
 

gHMBC 1H (ppm),  
J (Hz) 

13C (ppm) 

1 - - - - - 
2 - 147,0 - - 146,8 
3 - * - - 135,9 
4 - * - - 175,9 
5 - * - - 160,9 
6 6,20 d  

(2,0) 
99,0 C8; C10; C7 6,20 d  

(2,0) 
98,2 

7 - 164,2 - - 163,9 
8 6,44 d  

(2,0) 
94,0 C6; C10; C9; 

C7 
6,45 d  
(2,0) 

93,5 

9 - 156,2 - - 156,2 
10 - 103,0 - - 103,1 
1´ - 122,0 - - 121,7 
2´ 8,05 d  

(8,5) 
130,0 - 8,06 d  

(8,5) 
129,5 

3´ 6,94 d  
(8,5) 

115,0 C5’; C1’; C4’ 6,94 d  
(8,5) 

115,4 

4´ - 159,0 - - 159,2 
5´ 6,94 d  

(8,5) 
115,0 - 6,94 d  

(8,5) 
115,4 

6´ 8,05 d  
(8,5) 

130,0 C2’; C2; C4’ 8,06 d  
(8,5) 

129,5 

* não observado (13C foram atribuídos através das interações observadas nos experimentos gHMQC e gHMBC). 
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Espectro 3. Espectro de RMN de 1H (DMSO-d6, 500 MHz) do kaempferol (Ih1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espectro 4. Experimento bidimensional gHMQC (DMSO-d6, 125 MHz) do 
kaempferol (Ih1). 
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Espectro 5. Experimento bidimensional gHMBC (Ampliação da região entre δ 
6,0 - 8,5) (DMSO-d6, 125 MHz) do kaempferol (Ih1). 

 

4.4.2 Ácido protocatecuico (Ih2) 
 

O espectro de absorção na região do UV (Espectro 6) dessa substância 

apresentou bandas de absorção em 218, 260 e 294 nm, semelhantes aos 

dados da literatura para o ácido protocatecuico (AO et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 
Espectro 6. Espectro de absorção no UV do ácido protocatecuico (Ih2). 
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O espectro no IV de Ih2 (Espectro 7) apresentou banda de estiramento 

�C-H(aromático) em 3182 cm-1, banda de estiramento �C=O(conjugado) em 1673 cm-1,e 

banda de estiramento �C=C(aromático) em 1597 cm-1, coerentes com ácido 

carboxílico aromático (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espectro 7. Espectro no IV do ácido protocatecuico (Ih2). 

 

O espectro de RMN de 1H de Ih2 (Espectro 8) forneceu um dubleto (1H, 

J=8,5 Hz) em δ 6,76 (H5), evidenciando o acoplamento orto com H6; um duplo 

dubleto (1H, J=8,5; J=1,5) em δ 7,27 (H6), evidenciando acoplamentos orto e 

meta com os hidrogênios H5 e H2, respectivamente, e um dubleto (1H, J=1,5 

Hz ) em δ 7,32 (H2), evidenciando o acoplamento meta com H6. Os dados 

obtidos dos espectros de gHMQC (Espectro 9) forneceram as correlações de 

todos os 1H com seus respectivos carbonos (Tab. 6). O experimento  gHMBC 

(Espectro 10), forneceu correlações a J2 e J3, definindo a estrutura da 

molécula. No experimento gHMBC observa-se que o H2 (δ 7,32) apresenta 

correlação com os carbonos em δ 167 (Carbonila) (C1’), δ 150 (C4), δ 145 (C3) 

e δ 122,4 (C6). O H5 (δ 6,76) apresenta correlação com os carbonos em δ 

145,0 (C3) e δ 122,4 (C6) e finalmente o H6 (δ 7,27) apresenta correlação com 

os carbonos em δ 167,0 (carbonila) (C1’), δ 150,0 (C4) e δ 117,1 (C2). 

Comparação dos dados obtidos com os da literatura (SOUZA FILHO et al., 

2006) permitiu concluir que Ih2 se trata  do ácido protocatecuico. 
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Tabela 6. Deslocamentos químicos de RMN de 13 C (DMSO-d6, 125 MHz) e 1H 

(DMSO-d6, 500 MHz) do ácido protocatecuico (Ih2). 

 Ih2 SOUZA FILHO et al., 2006 
Posição 1H (ppm), 

J (Hz) 
13C (ppm) gHMBC 1H (ppm), J (Hz) 

 em CD3OD 
13C (ppm) 

em CD3OD 
1 - * - - 129,9 
2 7,32 d 

(1,5) 
117,1 C1’; C4; 

C3; C6 
7,52 d 
(1,8) 

117,8 

3 - 145,0 - - 146,0 
4 - 150,0 - - 151,4 
5 6,76 d 

(8,5) 
114,4 C3; C6 6,90 d 

(8,1) 
115,7 

6 7,27 dd 
(8,5; 1,5) 

122,4 C1’; C4; 
C2 

7,47 dd 
(8,1; 1,8) 

123,7 

1´ - 167,0 - - 170,2 
* não observado (13C foram atribuídos através das interações observadas nos experimentos gHMQC e gHMBC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espectro 8. Espectro de RMN de 1H (DMSO-d6, 500 MHz) do ácido 
protocatecuico (Ih2). 
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Espectro 9. Experimento bidimensional gHMQC (DMSO-d6, 125 MHz) do ácido 
protocatecuico (Ih2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espectro 10. Experimento bidimensional gHMBC (DMSO-d6, 125 MHz) do 
ácido protocatecuico (Ih2). 
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4.4.3 Kaempferol-3-O-β-D-glucopiranosídeo (Ih3) 
 

O espectro de absorção no UV (Espectro 11) de Ih3 apresentou a 

Banda II em 264 nm atribuída ao anel A e a Banda I em 345 nm atribuída à 

conjugação dos anéis B e C. Comparado ao kaempferol, observamos 

deslocamento hipsocrômico de 22 nm da Banda I causado pela presença do 

açúcar na posição 3. Conforme Mabry, Markham e Thomas (1970), mudanças 

na substituição do anel A tendem a se refletir na Banda II, enquanto alterações 

nos anéis B e C são aparentes na Banda I. 

 
 
 
 
 
 
 

Espectro 11. Espectro de absorção no UV do Kaempferol-3-O-β-D-
glucopiranosideo (Ih3). 

 

O espectro no IV da substância Ih3 (Espectro 12) apresentou banda 

atribuída ao estiramento �O-H em 3242 cm-1, banda de estiramento �C=O em 

1655 cm-1, bandas de estiramento �C=C(aromático) em 1607 cm-1 e em 1505 cm-1, 

banda de deformação angular no plano �O-H em 1354 cm-1, estiramento �C-O em 

1175 cm-1, e banda de deformação angular fora do plano �C-H(aromático) em 840 

cm-1. 
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Espectro 12. Espectro no IV do Kaempferol-3-O-β-D-glucopiranosideo (Ih3). 

 

 

O espectro de RMN de 1H de Ih3 (Espectro 13, Tab. 7) forneceu 

dubletos (2H, J=8,7) Hz em δ 8,05 referente às posições H6´ e H2´ e em δ 6,89 

(H5´/H3´) evidenciando acoplamentos na posição orto. Estes hidrogênios foram 

atribuídos ao anel B de um flavonoide. Além desses, observamos dubletos (1H, 

J=2,1 Hz) em δ 6,43 (H8) e em δ 6,20 (H6), evidenciando o acoplamento meta 

do anel A do flavonoide. Em δ 5,45 (1H) observamos um dubleto (J=7,5 Hz) 

referente ao hidrogênio anomérico de uma unidade sacarídica em configuração 

β. Verificando o espectro TOCSY-1D (Espectro 14), identificamos o sistema de 

spin da β-glucopiranose. O experimento bidimensional gCOSY (Espectro 15) 

mostrou as correlações entre os hidrogênios H2’/H3’ e H6’/H5’. O espectro de 

RMN 13C (Espectro 16, Tab. 7) mostrou 12 sinais referentes ao esqueleto 

flavonoídico e mais outros 5 sinais na região dos açúcares. Comparando-se os 

dados obtidos com os dados da literatura (AGRAWAL, 1989) foi possível 

concluir que essa substância trata-se do flavonoide kaempferol-3-O-β-D-

glucopiranosideo (Ih3). 
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Tabela 7. Deslocamentos químicos de RMN de 13 C (DMSO-d6, 75 MHz) e 1H (DMSO-

d6, 300 MHz) kaempferol-3-O-β-D-glucopiranosideo (Ih3).  

 Ih3 kaempferol-3-O-β-D-glucopiranosideo 
Posição 1H (ppm), 

 J (Hz) 
13C (ppm) AGRAWAL, 1989 

13C (ppm) 
1 - - - 
2 - 156,2 156,3 
3 - 133,2 133,0 
4 - 177,4 177,4 
5 - 161,2 161,1 
6 6,20 d  

(2,1) 
98,6 98,7 

7 - 164,1 164,1 
8 6,43 d  

(2,1) 
93,6 93,6 

9 - 156,4 156,3 
10 - 104,0 104,1 
1´ - 120,8 121,0 
2´ 7,97 d  

(8,5) 
130,8 130,7 

3´ 6,84 d 
 (8,5) 

115,1 115,0 

4´ - 159,9 159,8 
5´ 6,84 d  

(8,5) 
115,1 115,0 

6´ 7,97 d  
(8,5) 

130,8 130,7 

Glicose    
1´´ 5,28 d  

(7,5) 
100,8 101,4 

2´´ 3.18 74,2 74,2 
3´´ 3,20 76,4 76,5 
4´´ 3,10 69,9 70,1 
5´´ 3,13 77,4 77,2 
6´´ 3,55; 3,35 60,8 61,0 
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Espectro 13. Espectro de RMN de 1H (DMSO-d6, 300 MHz) do kaempferol-3-
O-β-D-glucopiranosideo (Ih3). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Espectro 14. Experimento TOCSY-1D (DMSO-d6, 300 MHz) do kaempferol-3-
O-β-D-glucopiranosideo (Ih3). 
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Espectro 15. Experimento bidimensional gCOSY (DMSO-d6, 300 MHz) do 
kaempferol-3-O-β-D-glucopiranosideo (Ih3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espectro 16. Espectro de RMN 13C (DMSO-d6, 300 MHz) do kaempferol-3-O-
β-D-glucopiranosideo (Ih3). 
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4.4.4 Triptofano (Ih4) 
 

O espectro de absorção no UV da substância Ih4 (Espectro 17) 

apresentou banda de absorção em 278 nm, semelhante ao descrito para o 

Triptofano (KADHANE et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

Espectro 17. Espectro de absorção no UV do Triptofano (Ih4). 

 

O espectro no IV (Espectro 18) da substância Ih4 apresentou bandas 

de estiramento assimétrico e simétrico �NH2 em 3288 cm-1 (banda larga), 

bandas de estiramento �C-H em 2920 cm-1 e �CH2 em 2853 cm-1, banda de 

deformação angular assimétrica �N-H em 1631 cm-1, bandas de estiramento 

�C=C(aromático) e �C=N(aromático) em 1602 cm-1, estiramento simétrico �C-O em 1402 

cm-1, e banda de estiramento �C-N em 1091 cm-1. Estes dados estão de acordo 

com a estrutura de um aminoácido aromático (SILVERSTEIN; WEBSTER; 

KIEMLE, 2005). 
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Espectro 18. Espectro no IV do Triptofano (Ih4). 
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O espectro de RMN de 1H de Ih4 (Espectro 19) forneceu dois dubletos 

(J=8 Hz) em δ 7,58 (1H; H4) e δ 7,35 (1H; H7); um singleto em δ 7,22 (N-H) e 

dois duplos duplos dubletos (J=8, 8, 0,5 HZ) em δ 7, 07 (1H; H6) e em δ 6,98 

(1H; H5) na região dos hidrogênios aromáticos. Observamos também sinais em 

δ 3,50 (1H); δ 3,32 (1H); δ 2,99 (1H). O espectro gCOSY 1H-1H (Espectro 20) 

apresentou correlações correspondentes aos acoplamentos entre δ 7,58/6,98 

(H4/H5) e δ 7,35/7,07 (H7/H6). Os experimentos bidimensionais gHMQC 

(Espectro 21)  e gHMBC (Espectro 22) (Tab. 8) permitiram observar as 

correlações que levaram a identificação da substância Ih4.  

Foi realizado o experimento de rotação ótica em metanol, o qual 

forneceu o valor de [αD] 26,8 -39,0714 (1,4 mg.mL-1), semelhante ao valor 

encontrado para o L-Triptofano ([α D] 20 -30,5 (1 mg.mL-1) em água) (Aldrich®). 

 

Tabela 8. Deslocamentos químicos de RMN de 13 C (DMSO-d6, 125 MHz) e 1H 

(DMSO-d6, 500 MHz) do Triptofano (Ih4).  

Posição  
(IUPAC-IUBMB)* 

1H (ppm), J (Hz) 13C (ppm)** gHMBC 

1 (N-H) - - - 
2 7,22 s 124,0 C3; C3a; C7a 
3 - 110,0 - 
4 7,58 d  

(8,0) 
118,0 C3; C5; C7a 

5 6,98 ddd 
(8,0; 8,0; 0,5) 

118,0 C7; C3a 

6 7,07 ddd  
(8,0; 8,0; 0,5) 

121,0 C4; C7a 

7 7,35 d  
(8,0) 

111,0 C5; C3a 

3 a - 127,0 - 
7 a - 136,0 - 
α 3,50  54,0 Cβ 

β 3,32 27,0 Cα 
2,99 27,0 Cα 

N-H 10,91 - C3a 
*IUPAC-IUBMB Joint Commission on Biochemical Nomenclature. Nomenclature and Symbolism for Amino 

Acids and Peptides. Recommendations on Organic & Biochemical Nomenclature, Symbols & Terminology etc. 

Disponível em <http://www.chem.qmul.ac.uk/iupac/AminoAcid/> acesso em 02 fev. 2009. 

** 13C foram atribuídos através das interações observadas nos experimentos gHMQC e gHMBC 
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Espectro 19. Espectro de RMN de 1H (DMSO-d6, 500 MHz) do Triptofano 
(Ih4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espectro 20. Experimento bidimensional gCOSY (DMSO-d6, 500 MHz) do 
Triptofano (Ih4). 
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Espectro 21. Experimento bidimensional gHMQC (DMSO-d6, 500 MHz) do 
Triptofano (Ih4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espectro 22. Experimento bidimensional gHMBC (DMSO-d6, 500 MHz) do 
Triptofano (Ih4). 
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4.4.5 Uracila (Ih5) 

 

O espectro de absorção no UV da substância Ih5 (Espectro 23) 

apresentou banda em 259 nm, idêntico ao descrito para a uracila 

(GUSTAVSSON et al., 2007). 

 

 

 

 

 

Espectro 23. Espectro de absorção no UV da Uracila (Ih5). 

 

O espectro no IV da substância Ih5 (Espectro 24) apresentou banda de 

estiramento �N-H em 3370 cm-1, banda de estiramento �C=O em 1702 cm-1, 

banda de deformação angular no plano �N-H em 1578 cm-1 e banda de 

estiramento �C-N em 1392 cm-1. Todas essas bandas estão de acordo com as 

de uma amida (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espectro 24. Espectro no IV da Uracila (Ih5). 
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 O espectro de RMN de 1H (Espectro 25, Tab. 8) de Ih5 forneceu dois 

dubletos de J=7,5 Hz em δ 5,45 (H5) e em δ 7,38 (H6).  No experimento 

gCOSY (Espectro 26) foi observado o acoplamento destes dois sinais 

indicando que estes hidrogênios estão orto-acoplados. No experimento gHMBC 

(Espectro 27) foi possível observar as seguintes correlações: H6/C2 e H6/C4. 

O espectro de RMN de 13C (Espectro 28) apresentou sinais em δ 164,4 (C4), δ 

151,6 (C2), δ 142,3 (C6), δ 100,2 (C5) (Tab. 9). Os dados obtidos comparados 

com as dados encontrados na literatura (LEPTOKARYDIS, 2008) levaram à 

identificação de Ih5 como Uracila. 

 

Tabela 9. Dados de RMN de 13 C (DMSO-d6, 125 MHz) e 1H (DMSO-d6, 

500MHz) da Uracila (Ih5).  

 Ih5 Uracila (LEPTOKARYDIS, 

2008) 

Posição 1H (ppm), 

J (Hz) 

13C (ppm) gHMBC 1H 13C 

1 (N-H) * * * 10,95 s - 

2 (C=O) - 151,6 - - 151,5 

3 (N-H) * * * 10,79 s - 

4 (C=O) - 164,4 - - 164,3 

5 5,45 d 

(7,5) 

100,2 * 5,43 d 

(7,5) 

100,2 

6 7,38 d 

(7,5) 

142,3 C2/C4 7,35 d 

(7,5) 

142,1 

 *não detectado 
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Espectro 25. Espectro de RMN de 1H (DMSO-d6, 500 MHz) da Uracila (Ih5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Espectro 26. Experimento bidimensional gCOSY (DMSO-d6, 500 MHz) da 
Uracila (Ih5). 
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Espectro 27. Experimento bidimensional gHMBC (DMSO-d6, 500 MHz) da 
Uracila (Ih5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Espectro 28. Espectro de RMN de 13 C (DMSO-d6, 50 MHz) da Uracila (Ih5). 
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4.4.6 Ácido gálico (Ih6) 
 

A substância Ih6 apresentou mesmo tempo de retenção (10 mim) do 

padrão ácido gálico, quando analisado por HPLC nas condições descritas no 

item 4.2. Além disso, o espectro de absorção no UV dessa substância 

(Espectro 29) apresentou uma banda em 273 nm, também idêntico ao padrão 

do ácido gálico (RINALDO, 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

Espectro 29. Espectro de absorção no UV do ácido gálico (Ih6). 

 

O espectro no IV de Ih6 (Espectro 30) apresentou banda de estiramento 

�O-H em 3274 cm-1, banda de estiramento �C=O(conjugado) em 1602 cm-1,e  banda 

de estiramento �C=C(aromático) em 1535 cm-1, coerentes para a descrição de um 

ácido carboxílico aromático (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Espectro 30. Espectro no IV do ácido gálico (Ih6). 
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Estes dados mais os obtidos por Espectrometria de Massas (item 5) 

levaram à idetificação de Ih6 como ácido gálico. 

4.4.7 Galato de metila (Ih7) 
  

A substância Ih7 apresentou banda de absorção no UV (Espectro 31) 

em 274 nm e tr de 18,8 min nas codições de análise utilizadas. Estes dados 

são idênticos aos de padrão galato de metila. 

 

 

 

 

 

 

 

 Espectro 31. Espectro de absorção no UV do galato de metila (Ih7). 
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Espectro 32. Espectro no IV do galato de metila (Ih7). 

75

100

70

85

90

95

4000 700100020003000

T%

Wavenumber [cm-1]

1000.87 cm-1

1038.96 cm-1

1196.61 cm-1
1263.63 cm-1

1311.36 cm-1

1334.98 cm-1

1373.55 cm-1
1430.92 cm-1

1540.36 cm-1

1607.38 cm-1

1674.39 cm-1

3293.34 cm-1

nm

200 300 400

m
v

0

1000

2000

m
v

0

1000

2000

21
8

27
4

38
8

18,89 Min
Lambda Max



Dissertação – Adriana Candido da Silva Moura 74 

O espectro de RMN de 1H de Ih7 (Espectro 33) apresentou dois 

singletos: um em δ 6,93 (2H), correspondente aos hidrogênios H2 e H6 e outro 

em δ 3,74 (3H), correspondente a uma metoxila. Comparação com dados de 

RMN de 1H da literatura (CERUKS et al., 2007) e injeção de padrão no HPLC 

(Fig. 13) possibilitaram confirmar que Ih7 é o galato de metila, pois ambos 

apresentaram o mesmo tr (18,8 mim) e absorção em 274 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espectro 33. Espectro de RMN de 1H (DMSO-d6, 500 MHz) do galato de metila 
(Ih7). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Análise do padrão galato de metila por HPLC. 
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4.4.8 Rutina (Ih8) 
  

A substância Ih8 apresentou bandas de absorção na região do UV em 

258 nm e 354 nm (Espectro 34), semelhantes as descritas para o flavonoide 

rutina (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970). Essa substância apresentou 

também tr (31,7 min) semelhante ao padrão de rutina quando analisado nas 

mesmas condições cromatográficas (31,4 min) (Fig. 14). 

 

 

 

 

 

 

 

  Espectro 34. Espectro de absorção no UV da rutina (Ih8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Análise do padrão rutina por HPLC (tr igual a 31,4 

min). 
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�C=C(aromático) em 1597 cm-1 e em 1445 cm-1, banda deformação angular no 

plano �O-H em 1358 cm-1, e banda de estiramento �C-O em 1196 cm-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espectro 35. Espectro no IV da rutina (Ih8). 
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Espectro 36. Espectro de RMN de 1H (DMSO-d6, 500 MHz) da rutina 
(Ih8).
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*não detectado 

Tabela 10. Deslocamentos químicos de RMN de 1H (DMSO-d6, 300 MHz) 

da rutina (Ih8).  

 Ih8 rutina (HARBONE, 1996) 
Posição 1H (ppm), J (Hz) 1H (ppm), J (Hz) 

1 - - 
2 - - 
3 - - 
4 - - 
5 - - 
6 6,20 d (2,1) 6,18 d (2,0) 
7 - - 
8 6,40 d (2,1) 6,38 d (2,0) 
9 - - 

10 - - 
1´ - - 
2´ 7,53 d (2,0) 7,53 d (2,0) 
3´ - - 
4´ - - 
5´ 6,83 d (9,0) 6,84 d (8,0)  
6´ 7,57 dd (7,8; 2,4) 7,55 dd (8,0; 2,0) 

Glicose   
1´´ 5,44 d (7,2) 5,34 d (7,5) 
2´´ * 3,23 m 
3´´ * 3,26 m 
4´´ * 3,06 m 
5´´ * 3,28 m 
6´´ * 3,70; 3,72 m 

ramnose   
1’’’ 4,38 d (1,0) 4,39 d (1,0) 
2’’’ * 3,42 m 
3’’’ * 3,28 m 
4’’’ * 3,08 m 
5’’’ * 3,30 m 
6’’’ 0,99 d (6,0) 1,0 d (6,5) 
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5 Análise dos extratos por HPLC-DAD-ESI-MS 
(TOF) 
 

5.1 HPLC-DAD-ESI-MS (TOF) 
  

O extrato aquoso e o EMeOH foram analisados por HPLC-DAD-ESI-MS 

(TOF), a fim de confirmar as estruturas das substâncias encontradas nesses 

extratos.  

A análise combinada de HPLC-DAD e HPLC-ESI-MS é muito utilizada 

na identificação de compostos orgânicos. Liang et al. (2009) descreve alguns 

fatores como tr, λmax de absorção e os íons moleculares para ácido gálico e 

flavonóides. Gabbo Neto e Lopes (2008) utilizaram os mesmos fatores para 

uma diversidade de substâncias como: flavonoides e terpenos. Além dessas, 

outras como, ácidos clorogênicos (MARQUES; FARAH, 2009) e alcaloides 

(coptisina e berberrubina) (LIANG et al., 2006) também foram identificados 

usando-se de técnicas acopladas, sendo úteis também na caracterização 

estrutural de novos compostos (SHAHAT et al., 2005).  

 A preparação dos extratos foi idêntica à realizada para caracterização 

por HPLC-DAD (item 4.2). As condições de análise foram semelhantes. Foi 

utilizado sistema HPLC-DAD (Shimadzu®) (Coluna Shimadzu® NST18 5µm 

(250 X 4,60 mm), 254 nm, 1 mL.min-1, Gradiente: Solvente A: H2O acidificado 

com 0,05 % de TFA, Solvente B: MeOH acidificado com 0,05 % de TFA, 5% B 

– 100% B (60 min)). 

 Inicialmente os extratos foram injetados sendo obtidos os 

cromatogramas monitorados por DAD (λ=254 nm) e por MS. Esses 

cromatogramas foram então analisados (tr e massas) a fim de que fossem 

selecionados os íons de interesse para realização da fragmentação de 

segunda ordem (Ms2). Escolhidos os íons, os extratos foram novamente 

injetados, sendo obtidos os cromatogramas (full scan) e a fragmentação de 

segunda ordem (Fig. 15). 
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A) 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

Figura 15. Cromatogramas obtidos por HPLC-MS, modo positivo. 

A) Extrato aquoso: 

 

B) EMeOH: 
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Espectro 37. Espectro de massas (Ms2) da Uracila (Ih5). 

  

Ainda no extrato aquoso, no espectro de massas da substância com tr 
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(Triptofano) (DOMINGUES et al., 2003; WEERT et al., 1998).  
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Espectro 38. Espectros de massas (Ms2) do Triptofano (Ih4) em diferentes 
energias. 
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substâncias isoladas e identificadas no EMeOH de Indigofera hirsuta. 
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Tabela 11. Dados espectrométricos das substâncias identificadas no EMeOH de 

I. hirsuta. 

Substância tr 

(min) 

Íon 
precursor 

([M+H]+) m/z 

Íons produtos 

(Ms2) m/z 

Ácido gálico (Ih6) 9 171 153, 127, 109 

Galato de metila (Ih7) 18 185 153, 126 

Rutina (Ih8) 31 611 465, 303 

Kaempferol-3-O-β-D-glucopiranosideo 
(Ih3) 

34 449 287 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espectro 39. Espectros de massas do Ácido gálico (Ih6) em diferentes 
energias (0 eV, 5 eV, 7 eV e 10 eV). 
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Espectro 40. Espectros de massas do Galato de metila (Ih7) em diferentes 
energias (0 eV, 5 eV, 7 eV e 10 eV). 
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Espectro 41. Espectros de massas da rutina (Ih8) em diferentes energias (0 
eV, 10 eV, 20 eV e 30 eV). 
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Espectro 42. Espectros de massas do Kaempferol-3-O-β-D-glucopiranosideo 
(Ih3) em diferentes energias (0 eV, 10 eV, 20 eV e 30 eV). 
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Espectro 43. Espectros de massas do Kaempferol (Ih1) em diferentes energias 
(0 eV, 10 eV, 25 eV e 30 eV). 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Fragmentação Retro Diels-Alder do Kaempferol (Ih1). 
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6 Atividade antioxidante com DPPH 
 

Um dos métodos mais utilizados para avaliar a propriedade antioxidante 

em extratos e substâncias isoladas consiste em utilizar a atividade 

sequestradora do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila). O DPPH é 

caracterizado como um radical livre estável em consequência da 

deslocalização do elétron livre (Fig. 17), que dá à molécula uma absorção 

máxima em 517 nm, fornecendo coloração violeta em solução (MeOH grau 

HPLC) (MOLYNEAUX, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Estrutura do DPPH. 

 

Em presença de um antioxidante, o DPPH tem a capacidade de 

sequestrar um hidrogênio radicalar formando o difenilpicrilhidrazina (Fig. 18) 

(forma reduzida), que apresenta coloração amarela. Com isso, é observado 

diminuição da absorção em 517 nm (SILVA, 2008).  
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   Figura 18. Estrutura da forma reduzida do DPPH. 
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Essa diferença de absorção é monitorada através de ensaio utilizando-

se espectrofotômetro no qual são medidas as absorbâncias das amostras 

analisadas. Para cada amostra são preparadas soluções de 5 μg.mL-1, 10 

μg.mL-1, 20 μg.mL-1, 40 μg.mL-1, 80 μg.mL-1 e 160 μg.mL-1. A solução de DPPH 

(4 mg.mL-1) deve ser preparada preferencialmente minutos antes das medidas 

de absorbância e armazenada em recipiente recoberto por papel alumínio 

(MOLYNEAUX, 2004; SILVA, 2008). As soluções são misturadas na seguinte 

proporção: 2 mL da solução de DPPH e 1 mL da amostra analisada. O branco, 

solução de referencia, é a mistura de 2 ml de DPPH mais 1 ml de metanol. As 

leituras das absorbâncias são realizadas após 30 min de reação e a atividade 

antioxidante medida através da equação: (%Δ0) = 100 x (A0 – A)/A0 (Jang et al., 

2010), na qual, (%Δ0) é a medida da variação de absorbância, A0 é a 

absorbância da solução de referência e A é absorbância da amostra após 30 

min de reação. Todas as medidas são realizadas em 517 nm que é o máximo 

de absorção do DPPH (JANG et al., 2010). 

 Utilizando esta metodologia, foi avaliada a atividade antioxidante dos 

extratos de Indigofera hirsuta (Fig. 19). 

 

 
Figura 19. Resultado da avaliação da atividade antioxidante dos extratos de 

Indigofera hirsuta. 
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 Além dos extratos, avaliamos também a atividade antioxidante das 

substâncias isoladas (Ih1 a Ih8) de Indigofera hirsuta (Fig. 20). 

 

 
Figura 20. Resultado da avaliação da atividade antioxidante das substâncias 

isoladas de Indigofera hirsuta. 

 
 Podemos observar (Fig. 19) que o Precipitado amarelo e o EMeOH 

apresentam significativa atividade antioxidante quando comparados à 

referência (ácido gálico). Isso está de acordo com as substâncias encontradas 

nesses extratos:  

� Precipitado amarelo: Kempferol (Ih1), ácido protocatecuico (Ih2) e outros 

flavonoides minoritários não identificados (Fig. 5 A). Dentre estes, 

observamos elevada atividade antioxidante para o kaempferol e 

atividade média para o ácido protocatecuico (Fig. 20). 

� EMeOH: Ácido gálico (Ih6), galato de metila (Ih7), rutina (Ih8) e 

kempferol-3-gli (Ih3). Dentre esses, os três primeiros com elevada 

atividade antioxidante e o último (Ih3) com baixa atividade (Fig. 20).  

Entretanto, o extrato aquoso e o chá (extrato aquoso + precipitado 

amarelo) não apresentaram atividade antioxidante significativa (Fig. 19). Ainda 

assim, o chá apresentou uma atividade maior que o extrato aquoso, justificado 

pela presença dos flavonoides encontrados no precipitado, enquanto que no 
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extrato aquoso foram encontrados triptofano (Ih4) e uracila (Ih5), que 

apresentaram pouca ou nenhuma atividade antioxidante, quando comparados 

com o padrão (ácido gálico) (Fig. 20). 
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7 Atividade Antiúlcera 
 

A atividade antiúlceras do chá de Indigofera hirsuta foi avaliada pela 

Profa. Clélia Akiko Hiruma-Lima (IB-Unesp-Botucatu). 

O efeito protetor da mucosa gástrica depende do bloqueio da secreção 

ácida da mucosa e também da citoproteção (defesa da mucosa) (DAJANI; 

KLAMUT, 2000). A ingestão aguda de etanol pode estar associada à geração 

de espécies reativas de oxigênio que desequilibram os processos oxidante e 

antioxidante celular, modificando a permeabilidade da membrana da mucosa, 

alterando a resistência aos íons H+ secretados (VAZQUEZ-RAMIREZ et al., 

2006). 

A atividade do chá foi avaliada em 3 diferentes doses: 125 mg.Kg-1, 250 

mg.Kg-1 e 500 mg.Kg-1 (Fig. 21). 
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Figura 21. Ensaio da atividade antiúlcera do chá de Indigofera hirsuta. 

 

O chá das partes aéreas de I. hirsuta não foi efetivo na redução das 

lesões promovidas pelo etanol. A menor dose foi a que apresentou melhor 

efeito, o que pode significar um possível efeito gastroprotetor com a redução 

dessas doses, já que compostos fenólicos podem apresentar efeito pró-

oxidante em grandes concentrações. 
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8 Considerações Finais 
 

Espécies do gênero Indigofera apresentam na literatura diversos estudos 

em que são descritos seus constituintes químicos e atividades farmacológicas. 

Indigofera hisruta, porém, é pouco conhecida, tanto do ponto de vista químico 

quanto farmacológico, há somente a descrição de um flavonoide diglicosilado 

(kaempferol 3,5-digalactosídeo) e atividade antiparasitária para plantas. 

Este trabalho visou o estudo fitoquímico do chá e do EMeOH das partes 

aéreas de Indigofera hirsuta e o fornecimento de extratos, frações e 

substâncias isoladas para ensaios farmacológicos. 

Obtivemos a caracterização do extrato aquoso e do EMeOH por HPLC-

DAD, estes apresentaram cromatogramas diferenciados, sendo que o primeiro 

apresentou um cromatograma com diversas substâncias com baixo tr e grande 

número de picos, já o segundo apresentou um cromatograma com pequena 

quantidade de picos e substâncias com espectros de absorção no UV 

característicos de flavonoides e ácido fenólicos. 

O fracionamento do chá iniciado pela centrifugação da infusão gerou 

dois materiais de partida: o precipitado amarelo e o extrato aquoso. O 

fracionamento do primeiro levou ao isolamento de kaempferol (Ih1) e ácido 

protocatecuico (Ih2). Foi obtido uma grande porção de kaempferol (Ih1), 

diferentemente dos chás analisados por Price et al. (1998), onde as agliconas 

estão em menor quantidade. Apesar de não ter sido realizado um trabalho 

quantitativo, podemos ter uma idéia da quantidade das substâncias a partir das 

massas obtidas.  

O fracionamento do extrato aquoso resultou no isolamento de 

Kaempferol-3-O-β-D-glucopiranosideo (Ih3), triptofano (Ih4) e uracila (Ih5). 

Apesar de termos observado diversos outros picos no cromatograma desse 

extrato não foi possível o isolamento dessas substâncias, visto que, estão 

pouco concentrados, dificultando sua purificação. 

O triptofano (Ih4) é o aminoácido precursor dos alcaloides indólicos 

encontrados em espécies de Indigofera (CALVO et al., 2009). Esses alcaloides 

são corantes de interesse industrial no qual há o envolvimento de um processo 
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biossintético de obtenção de índigo e indirubina a partir da fermentação do 

triptofano usando Escherichia coli (BERRY et al., 2002). 

O fracionamento do EMeOH foi realizado somente por HPLC devido à 

pequena quantidade de picos no cromatograma representativo (Fig. 5 (C)). 
Resultou no isolamento de ácido gálico (Ih6), galato de metila (Ih7), rutina (Ih8) 

e Kaempferol-3-O-β-D-glucopiranosideo (Ih3).  

O extrato aquoso apresentou baixíssima atividade antioxidante (%Δ0 

20,2), enquanto que o EMeOH (%Δ0 93,5) apresentou uma atividade 

significativa quando comparado ao padrão ácido gálico (concentração de 160 

mg.mL-1). Esse dado é coerente com as substâncias presentes nesses 

extratos, bem como com as diferenças observadas nos cromatogramas.  

O ensaio antiúlcera e o antioxidante foram realizados com o chá, 

tomando-se o cuidado em enviar amostras sem que houvesse a separação do 

precipitado amarelo. Portanto, a avaliação do chá leva em consideração as 

substâncias presentes no precipitado amarelo (Kaempferol (Ih1) e ácido 

protocatecuico (Ih2)) e no extrato aquoso (Kaempferol-3-O-β-D-

glucopiranosideo (Ih3), triptofano (Ih4) e uracila (Ih5)). 

Para atividade antiúlcera, o chá de Indigofera hirsuta não foi efetivo, 

muito provavelmente devido ao fato de os flavonoides estarem presentes em 

baixas concentrações, uma vez que estudos com frações acetato do EMeOH 

de I. suffruticosa e I. truxillensis, que contem derivados do kaempferol e da 

quercetina (CALVO, 2007), apresentaram significativa atividade 

antiulcerogênica (MIRANDA, 2006). No entanto, a fração aquosa de I. 

suffruticosa assim como o chá analisado neste trabalho não apresentaram essa 

atividade (MIRANDA, 2006). Possivelmente, os derivados do kaempferol e da 

quercetina que possuem atividade antiúlceras não são efetivamente extraídos 

com água, ficando presentes em frações e extratos de solventes com média 

polaridade como metanol e acetato de etila. 

Com relação à atividade antioxidante, o chá apresentou uma atividade 

intermediária (%Δ0 46,3) entre o precipitado amarelo (atividade elevada, %Δ0 

de 94,1%) e o extrato aquoso (atividade baixa, %Δ0 de 20,2%). 

O estudo por HPLC-DAD e por HPLC-ESI-MS acoplados foi fundamental 

para confirmar as estruturas das substâncias isoladas, além de ser uma 

ferramenta na qual fazendo-se uso de análises comparativas, contribui para 
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possível identificação de substâncias conhecidas em extratos vegetais sem que 

haja necessidade de uso de técnicas de isolamento e purificação, permitindo 

análises rápidas e economia de solventes orgânicos. 

Finalmente, todas as substâncias descritas nesse trabalho estão sendo 

pela primeira vez relatadas em Indigofera hirsuta. 
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