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RESUMO 

O estudo de produtos naturais como fonte de novos agentes anticâncer torna-se de 

grande importância, pois mesmo devido à grande quantidade de drogas já existente 

para o tratamento de neoplasias, ainda não se chegou a um composto ideal que 

tenha maior seletividade, menos efeitos colaterais, maior potência terapêutica e 

menor índice de resistência. Das famílias vegetais com reconhecido potencial 

terapêutico destaca-se a família Fabaceae, cuja quimiossistemática atesta para uma 

riqueza de compostos flavonoídicos com amplo espectro de atividade biológica, 

inclusive antitumoral. Desta forma, o objetivo principal deste estudo foi isolar e 

caracterizar substâncias fenólicas a partir de frações oriundas de espécies do 

gênero Inga (I. laurina, I. edulis e I. marginata) selecionadas através do bioensaio 

com linhagens de celulas antitumorais e identificar metabólitos em mistura através 

de CLAE-DAD, HPLC-MS, LC-SPE-TT e Espectroscopia de RMN. A composição 

química destas espécies indicou uma grande variedade de ácidos aromáticos, 

flavonóides, taninos e triterpenos. Este trabalho permitiu a caracterização das 

substâncias: lupeol, éster graxo da α-amirina, éster do olean-18-eno, fridelina, ácido 

vanílico, ácido 3,4,5-trimetoxi-benzóico, ácido gálico, galato de metila, ácido p-

cumárico, ácido benzóico, p-hidroxi-benzóico, ácido protocateuico, ácido tânico, 

ácido cafeico, ácido p-metoxicinâmico, ácido p-hidroxibenzóico, derivado metilado do 

ácido 4-hidroxibenzóico, ácido ferúlico, miricetina,miricetina-3-O-ramnosídeo, 

miricetina-3-O-(2”-Ogaloil)-α-ramnopiranosídeo, apigenina, quercetrina, 

proantocianidina A-2, procianidina B, galato de 2-ramnopiranosil-4,6-diidroxifenila, 

galato de 2-ramnopiranosil-3,5-diidroxifenila e do glicosídeo do 4-vinil-fenol. Através 

das analises por CLAE-DAD detectamos a presença de uma antocianina altamente 

polar na fração aquosa e cinco outras antocianinas na fração metanólica das 

sementes de I. edulis. Através do fracionamento biomonitorado foi possível obter 

uma fração com promissor potencial antitumoral (ED50 = 4,0 µg/mL) que foi 

posteriormente caracterizada como sendo uma mistura do ácido p-hidroxibenzóico e 

do glicosídeo do 4-vinil-fenol. Os experimentos de desreplicação das folhas das três 

espécies através de CLAE-DAD pela co-injeção com padrões autênticos e HPLC-MS 

nos forneceu informações a cerca da composição química destas partes vegetativas 

atestando principalmente para a presença de flavonoides e ácidos fenólicos.Os 

experimentos de gentoxicidade demonstraram que os extratos avaliados não 

causam danos genotoxicos pelo ensaio do cometa. 



 

 

ABSTRACT 

The study of natural products as a source of new anticancer agents is very important, 

because even due to the large amount of existing drugs for the treatment of cancer, 

has not yet reached an optimal compound that has greater selectivity, fewer side 

effects, higher potency therapeutic and index of least resistance.One of thefamilies 

with recognized therapeutic potential is the Fabaceae family, whose 

chemosystematics show an abundance of flavonoid with broad spectrum of biological 

activities, including antitumor. Thus, the aim of this study was to isolate and 

characterize phenolic compounds from fractions obtained of the genus Inga (I. 

laurina, I. edulis and I. marginata) selected by bioassay cytotoxic and identify 

metabolites in mixture by HPLC-PDA, HPLC-MS, LC-SPE-TT and NMR 

Spectroscopy. The chemical composition of these species indicated a wide variety of 

aromatic acids, flavonoids, tannins and triterpenes. This work describe the 

characterization of the compounds: lupeol, fatty ester ofα-amyrin, the olean-18-ene 

ester and friedelin, vanillic acid, 3,4,5-trimethoxy benzoic acid, gallic acid, gallate 

methyl, p-coumaric acid, benzoic acid, p-hydroxybenzoic, protocateuico acid, tannic 

acid, caffeic acid, p-methoxycinnamic acid, p-hydroxybenzoic acid derivative 

methylated of 4-hydroxybenzoic acid, ferulic acid, myricetin, myricetin-3-O-

rhamnoside, myricetin-3-O- (2 "-O-galoil) -α-rhamnopyranoside, apigenin, quercetrin, 

proanthocyanidin A-2 and procyanidin B, 2-rhamnopyranosyl-3,5-dihydroxyphenyl 

gallate, 2-rhamnopyranosyl-4,6-dihydroxyphenyl gallateand 4-vinyl-phenol. Through 

the analysis by HPLC-PDA detected the presence of one anthocyanin from aqueous 

fraction in five other anthocyanins in the methanolic fraction from  seeds of I. edulis. 

Through the bioassay-guided fractionation was possible to obtain a fraction with high 

antitumor potential (ED50 = 4.0 mg/mL) that was characterized such a mixture of p-

hydroxybenzoic acid and 4-vinyl-phenol glycoside. The dereplication experiments of 

leaves from three species by HPLC-PDA by co-injection with standards and HPLC-

MS provided information about the chemical composition mainly for confirm the 

presence of flavonoids and phenolic acids. The genotoxicity experiments showed 

that the crude extracts evaluated not cause genotoxic damage by comet assay. 
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em LC-SPE-TT da fração MeOH das sementes de I. edulis. 



 

 

Figura 109.  Cromatogramas obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, 

fluxo 1 ml/min, detecção a 254 e 365nm) do extrato das folhas de I. marginata. 

Figura 110. Cromatogramas obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) das folhas de I. edulis. 

Figura 111. Cromatogramas obtido via CLAE-DAD ((C18, gradiente MeOH/H2O, 

fluxo 1 ml/min) das folhas de I. laurina. 

Figura 112. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (254) da mistura dos padrões. 

Figura 113. Espectro de massas associado ao pico em tr =7,6 min obdito em modo 

positivo da análise por LC-MS das folhas de I. marginata. 

Figura 114. Espectro de massas associado ao pico em tr =14,25 min obtido em 

modo negativo da análise por LC-MS das folhas de I. marginata. 

Figura 115. Espectro de massas associado ao pico em tr =14,25 min obtido em 

modo negativo da análise por LC-MS das folhas de I. edulis. 

Figura 116. Espectro de massas associado ao pico em tr =17,0 min obtido em modo 

negativo da análise por LC-MS das folhas de I. laurina. 

Figura 117. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (254 e 365 nm, C18, gradiente 

MeOH/H2O, fluxo 1 ml/min,  das fases Hexânica (1) e metanólica (2) obtidas da 

partição líquido-líquido das cascas dos frutos de I. edulis. 

Figura 118. Ácidos orgânicos identificados na fase metanólica obtida da partição 

líquido-líquido das cascas dos frutos de I. edulis. 

Figura 119. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) da fração metanólica obtida do fracionamento em XAD 4 da polpa dos 

frutos de I. laurina. 

Figura 120. Figura 111. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente 

MeOH/H2O, fluxo 1 ml/min) em XAD 4 das sementes de I. laurina.  

Figura 121. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) da fração metanólica obtida do fracionamento em XAD 4 das cascas dos 

frutos de I. laurina. 

Figura 122. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) da fração hexânica das folhas de Inga edulis. 

Figura 123. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) da fração hexânica das folhas de Inga marginata.  

Figura 124. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) da fração hexânica das folhas de Inga laurina. 



 

 

Figura 125. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) do extrato EtOH das folhas de Inga edulis.  

Figura 126. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) do extrato EtOH das raque foliar de Inga edulis. 

Figura 127. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) do extrato EtOH das folhas de I. marginata 

Figura 128. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) do extrato EtOH da raque foliar de I. marginata 

Figura 129. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) do extrato EtOH das folhas de I. laurina. 

Figura 130. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) do extrato EtOH da raque foliar de I. laurina.  
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1 INTRODUÇÃO 

O grande crescimento da área de produtos naturais nos últimos anos deve-se 

principalmente ao rápido avanço das técnicas de purificação e análise de compostos 

bioativos em plantas, bem como pela facilidade na busca de informações em vários 

sistemas e base de dados.1 

Um dos principais objetivos da pesquisa nesta área consiste especialmente, na 

identificação dos princípios ativos das plantas medicinais, através da investigação 

sistemática dos extratos e frações quanto a sua eficácia, sendo assim o isolamentoe 

a determinação estrutural destes compostos é vital para o desenvolvimento deste 

campo, podendo ser posteriormente sintetizados, modificados ou extraídos de forma 

mais eficiente para aplicações desejadas no futuro.2 

A pesquisa de novos agentes farmacologicamente ativos a partir de fontes 

naturais como microrganismos e extratos de plantas tem permitido a descoberta ou 

desenvolvimento de fármacos clinicamente úteis no tratamento de doenças 

humanas. Historicamente, a maioria dos fármacos baseados em produtos naturais, 

incluindo ciclosporina, paclitaxel e camptotecina foram descobertos por testes 

tradicionais in vitrobaseados em células.3 

O estudo químico e biológico de novas espécies além de contribuir com a 

quimiossistemática das espécies estudadas mostra-se promissor na descoberta de 

novos agentes antitumorais e substâncias com potencial antioxidante, o qual pode 

ser utilizado na área cosmética, tratamento de doenças coronárias e 

neurodegenerativas. 

Das famílias vegetais com reconhecida e amplo espectro debioatividade destaca-

se a família Fabaceae, especialmente por apresentar uma grande riqueza de 

compostos flavonoídicos, relacionados a importantes atividades biológicas. 

 

• PRODUTOS NATURAIS BIOATIVOS 

A química de produtos naturais desempenha um papel indiscutível na validação 

científica e na regulamentação terapêutica dos produtos de origem natural e na 

bioprospecção de novos fármacos, identificando, isolando, quantificando e avaliando 

farmacologicamente os princípios ativos em matrizes naturais.4 

Nesse contexto, a busca dos produtos naturais pelas indústrias farmacêuticas 

deve-se principalmente à grande diversidade molecular que eles apresentam para 
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uma ampla variedade de aplicações desejadas.5,6 Com o desenvolvimento de 

técnicas modernas que possibilitaram os estudos farmacológicos, bioquímicos, 

moleculares e toxicológicos, o interesse na procura de novos fármacos ou de 

protótipos de produtos naturais para obtenção de novos fármacos aumentou 

consideravelmente.7 

Estudos realizados por Newman & Cragg (2012)8, revelaram que de 1940 até a 

presente data, das 175 micromoléculas anticâncer lançadas, 85, ou seja, 48,6% 

possuem algum tipo especial de relação com metabólitos isolados a partir de 

produtos naturais. 

Na procura por substâncias biologicamente ativas oprocedimento padrão é o 

fracionamento bioguiado, em que os extratos, fraçõese substâncias obtidas através 

de fracionamentos cromatográficos são submetidas aosensaios biológicos para 

isolamento dos constituintes responsáveis pelaatividade. Novas abordagens foram 

desenvolvidas nos últimos anos visando otimizar os procedimentos experimentais 

para a investigaçãode produtos naturais, com destaque para a evoluçãode técnicas 

analíticas, em especial, as técnicas hifenadas.9 

 

• ESTUDOS DE PRODUTOS NATURAIS POR DESREPLICAÇÃO 

Uma eficiente triagem dos extratos realizada para a busca de produtos naturais 

biologicamente ativos pode ser alcançada através do monitoramento biológico e 

químico, realizados simultaneamente. Para isso, a utilização de técnicas analíticas 

hifenadas é de inestimável importância, pois fornece numerosas informações 

estruturais dos metabólitos antes mesmo do seu isolamento. 

Os estudos de desreplicação têm sido amplamente utilizados na área de 

produtos naturais, pois permitem a caracterização rápida dos constituintes de 

misturas complexas utilizando técnicas acopladas. O screening químico utilizando 

técnicas como CLAE-EM, CLAE-DAD-EM, CLAE-DAD-RMN fornece rapidamente 

ampla informação estrutural, possibilitando em alguns casos a identificação 

inequívoca dos constituintes químicos sem a necessidade de isolamento clássico 

dos mesmos, auxiliando assim, na racionalização dos estudos fitoquímicos.10,11,12 

A desreplicação é uma etapa importante na busca de novas substâncias 

bioativas e tem se tornado um exercício rotineiro nos laboratórios de pesquisa 

avançados e companhias farmacêuticas.  
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Diferentes métodos espectroscópicos e/ou espectrométricos e cromatográficos 

são amplamente utilizados para análises metabolômicas de plantas medicinais para 

controle de qualidade e descoberta de novas micromoléculas bioativas.6 

Para obter informação estrutural que conduz à caracterização dos compostos 

presentes numa amostra bruta, a cromatografia líquida (LC), em geral Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE), Cromatografia Gasosa (CG) ou Eletroforese 

Capilar (EC) é acoplada às técnicas de detecção espectroscópicas e/ou 

espectrométricas, por exemplo, Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), 

Arranjo de fotodiodos (DAD), UV-vis ou emissão de Fluorescência, Espectrometria 

de Massas (EM) e/ou espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN), o 

que permite o uso de várias técnicas modernas hifenadas como CE-MS, GC-MS, 

LC-MS e LC-NMR.13 

Nos estudos de desreplicação de micromoléculas naturais, o método mais 

utilizado é CLAE-DAD-EM, em que os espectros de UV e dados de EM podem 

serutilizados em conjunto com informações quimiotaxonômicas da espécie em 

estudo disponíveis nos bancos de dados como SciFinder. 14 

A CLAE é uma técnica cromatográfica muito poderosa e versátil para a 

separação de metabólitos em matrizes complexas, como extratos vegetais. Entre os 

detectores usados em CLAE, o mais simples e amplamente utilizado é o UV, embora 

seja limitado para compostos que possuem cromóforos. No entanto, atualmente ele 

apresenta a melhor combinação de sensibilidade, linearidade, versatilidade e 

confiabilidade de todos os detectores desenvolvidos. Métodos desenvolvidos em 

CLAE-UV ou CLAE-DAD podem ser utilizados para comparar fingerprints e perfis 

metabólitos de espécies relacionadas taxonomicamente ou de uma mesma espécie 

provenientes de localidades diferentes15, ou ainda para detectar variações de perfis 

metabólicos de extratos que podem ocorrer devido a variações entre espécies ou 

variedade da espécie, adulteração, mudanças ambientais durante crescimento e 

colheita, tratamento pós-colheita, extração, método de preparação, explorar as 

influências de habitat e método de cultura, cujos fatores podem alterar 

significativamente o perfil da bioatividade.16, 17, 18, 19 

Técnicas analíticas hifenadas baseadas em RMN tem se destacado como uma 

poderosa ferramenta para o estudo de sistemas biológicos e tem sido aplicada em 

vários organismos, incluindo plantas, animais e microrganismos. Isso porque a 
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espectroscopia de RMN é capaz de fornecer uma "imagem global" dos metabolitos, 

e assim é vantajoso para estudos metabolômicos.20 

As análises de desreplicação estão atualmente bem estabelecidas e em contínuo 

aprimoramento no âmbito da pesquisa em produtos naturais, devido à sua 

versatilidade, rapidez, confiabilidade e reprodutibilidade na análise de extratos 

brutos, de maneira a promover uma rápida priorização de extratos e substâncias a 

serem isoladas, evitando-se o re-isolamento de substâncias já conhecidas. 

Atualmente se considera que a desreplicação constitui uma etapa essencial na 

descoberta de produtos naturais bioativos estruturalmente inéditos. Desta forma, o 

processo de desreplicação na pesquisa e descoberta de produtos naturais deve ser 

cada vez mais utilizado e aprimorado.21 

A necessidade de desenvolver novos produtos farmacêuticos e agroquímicos, 

com rapidez e eficácia a partir de matrizes naturais tem impulsionado o 

desenvolvimento de novos estudos nesta área. No entanto, apesar dos recentes 

avanços neste campo, o processo de isolamento não pode ser excluído, uma vez 

que se necessita da substância pura para realizar ensaios biológicos in vitro e in vivo 

visando o estabelecimento e/ou confirmação de suas propriedades farmacológicas, 

toxicológicas, farmacocinéticas, etcno, processo de desenvolvimento de novos 

agentes terapêuticos. 22 

Um resumo geral das estratégias adotadas na identificação de novos compostos 

está ilustrada na Figura 1. 

Figura 1. Estratégia para identificação de novos principios ativos utilizando a 

combinação da triagem biológica (I) combinada com a triagem química (II) de acordo 

com Queiroz et al., 2009.23 

 



27 

 

 

 

Tendo em vista que uma pequena parcela de organismos vegetais foi examinada 

do ponto de vista biotecnológico, ainda existe um enorme potencial para a 

identificação de diversos novos agentes biologicamente ativos. Assim, é importante 

aperfeiçoar os procedimentos experimentais e adotar metodologias eficientes para 

acelerar a análise das amostras garantindo a identificaçãodos principais constituintes 

químicos, mesmo aqueles presentes em baixas concentrações. 

 

• CÂNCER 

Segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA), “câncer é o nome dado a um 

conjunto de mais de 100 doenças que têm em comum o crescimento desordenado 

de células, que invadem tecidos e órgãos. Dividindo-se rapidamente, estas células 

tendem a ser muito agressivas e incontroláveis, determinando a formação de 

tumores malignos, que podem espalhar-se para outras regiões do corpo”.  As causas 

do câncer podem ser externas, relacionadas ao meio ambiente e aos hábitos ou 

costumes próprios de uma sociedade, ou internas ao organismo, na maioria das 

vezes, geneticamente pré-determinadas, podendo estar associadas à capacidade do 

organismo de se defender das agressões externas. 

O processo de carcinogênese, em geral ocorre lentamente, podendo levar anos 

para que uma célula cancerosa prolifere e origine um tumor visível. Este processo 

passa por vários estágios: 

• Primeiro estágio ou estágio de iniciação: as células sofrem o efeito dos 

agentes cancerígenos ou carcinógenos que alteram alguns de seus genes. 

Neste estágio, não há formação do tumor. 

• Segundo estágio ou estágio de promoção: as células geneticamente 

modificadas sofrem os efeitos dos oncopromotores (agentes cancerígenos 

que possuem os oncogenes). Dessa forma, a célula modificada se transforma 

em uma célula maligna lenta e gradualmente. Se a exposição ao agente 

cancerígeno promotor for suspensa, o processo de carcinogênese pode ser 

interrompido neste estágio. 

• Terceiro estágio ou estágio de progressão: as células multiplicam-se de 

maneira descontrolada, mais rapidamente que as células normais e invadem 

os tecidos à sua volta. Estas células têm a capacidade de induzir a formação 
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de vasos sanguíneos que as nutrirão e manterão o seu crescimento 

descontrolado. O acúmulo dessas células forma os tumores malignos. 24 

Nas últimas décadas, ocorreu um aumento expressivo nos casos de câncer e 

isso se deve principalmente ao fato do aumento da expectativa de vida da 

população, tendo em vista que o câncer é uma doença majoritariamente associada 

às últimas décadas de vida. O câncer é a segunda doença crônica que causa mais 

morte em todo o mundo, perdendo apenas para cardiopatias. Cerca de 7 milhões de 

pessoas morrem todos os anos,vítimas dos mais variados tipos de câncer, tornando 

esta doença responsável por 12,5% das mortes no mundo inteiro (INCA, 2012). 

Segundo os dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), estima-se que no ano 

de 2030 pode-se esperar cerca de 27 milhões de novos casos, 17 milhões de mortes 

e 75 milhões de pessoas vivas, anualmente com algum tipo de câncer.25 

Embora as taxas de sobrevivência tenham aumentado devido a novos agentes 

antineoplásicos, a cura para o câncer se mantém incerta. Os gliomas, grupo de 

neoplasias que se originam das células da glia, estão entre os cânceres mais 

mortais e com pior prognóstico.26 Pacientes acometidos de glioblastoma multiforme 

raramente sobrevivem mais de um ano após o diagnóstico.27 Desta forma, a alta 

agressividade dos gliomas somada à ineficácia e toxicidade das terapias disponíveis 

confirma a necessidade de busca por novas substâncias anticâncer.  

Considerando que muitos produtos naturais e seus análogos semi-sintéticos 

oriundos de plantas possuem reconhecida atividade antitumoral, a busca de novos 

agentes anticâncer a partir de fontes naturais tem se mostrado bastante promissora. 
28 Desta forma, as plantas constituem uma importante fonte de novos compostos 

biologicamente ativos que podem ser usados na terapia anticâncer. Metabólitos 

isolados de espécies de Fabaceae tem se mostrado promissores candidatos no 

desenvolvimento de agentes anticâncer. 29 

• FAMÍLIA FABACEAE  

A família Fabaceae possui distribuição cosmopolita, incluindo cerca de 650 

gêneros e aproximadamente 18000 espécies distribuídas em três subfamílias 

(Papilionoideae ou Faboideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae), representando 

uma das maiores famílias de Angiospermas e também uma das principais do ponto 

de vista econômico.30 
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Uma particularidade da família Fabaceae é seu alto teor de substâncias 

flavonoídicas e outros polifenóis.31 Os flavonoides são uma classe de metabólitos 

secundários que possuem um largo espectro de atividade farmacológica incluindo 

atividade anticâncer. Devido aos seus múltiplos mecanismos de ação, tanto 

análogos naturais como sintéticos são investigados por suas potenciais aplicações 

em terapias anticâncer.32 

 

• FLAVONOIDES: ANTOCIANINAS 

Os flavonóides, uma das mais representativas classes do metabolismo 

secundário vegetal, são pigmentos conhecidos por estarem universalmente 

presentes em folhas verdes, além de outros órgãos vegetais, os quais geralmente 

absorvem na região de 250-385 nm e por isso são capazes de atuarem na absorção 

da radiação ultravioleta protegendo os tecidos fotossintetizantes dos danos 

causados pelo excesso de radiação. Algumas classes de flavonoides como as 

antocianinas e as flavonas atuam na geração/estabilização das cores azuis das 

flores de angiospermas, essencial para o fenômeno de polinização por abelhas, 

além de desempenhar o importante papel na proteção contra infecções 

antimicrobianase predadores herbívoros.33Além de reconhecida atividade 

antibacteriana, eles podem atuar na inibição de importantes enzimas virais, como a 

transcriptase reversa e protease e, geralmente apresentambaixa toxicidade para 

células animais. 34 

Os flavonoides podem ser subdivididos em grandes subclasses, baseadas 

nas variações estruturais do anel heterocíclico C, incluindo: as flavonas, flavonóis, 

flavanonas, catequinas, chalconas, antocianidinas, antocianinas e isoflavonas. 

Podem ser encontrados em alimentos e bebidas de origem vegetal, como frutas, 

verduras, chás, cacau e vinho.35 Em virtude da sua atividade antioxidante eles sao 

importantes compostos dietéticos com grande potencial terapêutico, e efeitos 

pronunciados na prevenção e tratamento de doenças cardiovasculares, câncer e 

insuficiências renal e hepática.36, 37, 38, 39 

As antocianinas (do grego anthos= flores e kianos = azul) constituem o maior 

grupo de flavonóides responsáveis pelas cores rosa, vermelho, violeta e azul 

encontradas em muitas flores, frutos e folhas. Nos vegetais, servem como atrativos 

para pássaros e insetos responsáveis pela polinização, proteção contra radiação 
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ultravioleta, herbívoros e infecções fungopatogênicas 40,41. As antocianinas (figura 

2A) são glicosídeos das antocianidinas (figura 2B), substâncias que apresentam 

como estrutura fundamental o cátion flavílico. A estrutura das antocianinas consiste 

de um anel aromático (anel A) ligado a um anel pirano (anel C) que está ligado por 

uma ligação carbono-carbono a um outro anel aromático (anel B).40, 42, 43 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.Estrutura de uma antocinina (A) e de uma antocianidina (B). 

 

As antocianinas isoladas são altamente instáveis e muito suscetíveis a 

degradação. A sua estabilidade é afetada por fatores como pH, temperatura de 

armazenamento, concentração, luz, oxigênio, solventes, presença de enzimas, 

proteínas e íons metálicos. 40, 44 

A biossíntese das antocianinas estárelacionada com a Via do Ácido 

Chiquímico e a Via Acetato (Figura 3). 45 
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Figura 3. Biossíntese das antocianinas. 

 

• GÊNERO Inga: Bioatividade, Química e Quimiodiversidade 

O gênero Inga Miller (FabaceaeMimosoideae) possui aproximadamente 300 

espécies de distribuição neotropical46. A terminologia Inga deriva do vulgar indígena 

(tupi), angá = ingá, que significa “que possui semente envolvida” 47. 

Os tegumentos (“casca” da semente) destas espécies parecem estar aderidos 

inseparavelmente ao endocarpo, os cotilédones (primeiras folhas que surgem dos 

embriões) são protegidos contra o sol através das antocianinas e pela predação 

através dos taninos. 48 

Em consequência da variabilidade morfológica de espécies deste gênero 

persiste uma divergência taxonômica considerável. No entanto, a presença dos 

derivados de ácidos pipecólicos, presentes em 47 espécies de Inga,constitue uma 

característica relativamente constante destas espécies, e sua diversidade química os 

torna particularmente útil na resolução de problemas taxonômicos nesse gênero49.  

 

Etnofarmacologia e Bioatividade 

Diversas espécies deste gênero são usadas em comunidades indigenas para o 

tratamento de feridas, dores de ouvido, descongestionante nasal em caso de 

resfriado, curar espinhas e feridas, antipirético, lavagens intestinais etc. 
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A espécie I. edulis, usada na medicina tradicional como antidiarréico e 

antiinflamatório, apresentou elevada capacidade antioxidante e capacidade de 

prevenção contra a oxidação da LDL50. 

Extrato etanólico de I. verna apresentou propriedades inibidoras da xantina 

oxidase com uma capacidade adicional de sequestro de superóxido.O potencial 

antioxidante deste extrato foi confirmado pelo método DPPH (2,2-difenilpicrilhidrazil) 

que apresentou sequestro de 50% de radicais livres deste radical na concentração 

de 11,6 µg/mL. Sendo o ácido gálico e o ácido elágico identificados no extrato das 

folhas, os principais responsáveis por esta atividade.51,52 

Os frutos secos da espécie I. umbratica apresentaram elevada atividade 

hemolítica e inibitória contra tripsina (85,8%) e quimotripsina (99,1%). Em outro 

bioensaio avaliado pelo mesmo autor, esta espécie não mostrou potencial inibitório 

contra o fator humano Xa, que converte a protombina em trombina, impedindo a 

conversão de fibrinogênio em fibrina, responsável pela coagulação de sangue em 

um vaso lesado.53 

Em ensaios realizados com as espécies I. goldmanii e I. umbellifera observou-se 

atividade inibitória de larvas de Heliothis, uma importante praga agrícola conhecida 

como lagarta-das-maçãs-do-algodoeiro que tradicionalmente ataca cultivos de 

algodão, soja e tomate. Esta atividade foi atribuída a misturas complexas de 

monômeros e polímeros de flavan-3-óis, cujas substâncias compreendem mais de 

30% do peso seco de folhas jovens de ambas as espécies.54 

Estudos realizados com o extrato hidroalcoólico das folhas I. edulis demonstrou  

elevado teor de compostos fenólicos e alta capacidade antioxidante e atividade 

antiulcerogênica. 55 

 

 

Química do gênero Inga 

Estudos químicos mostraram que as folhas de espécies do gênero Inga 

possuem grandes quantidades de compostos fenólicos (5-20% da massa seca). As 

folhas das plantas que crescem em maiores altitudes possuem quantidade de fenóis 

maior do que as que crescem em baixas altitudes. 56 

As folhas de I. edulisapresentaram  alta capacidade antioxidante, a qual esta 

relacionada com a presença das substâncias fenólicas: ácido gálico (1), catequina 

(2), epicatequina (3), quercetina-3-O-α-L-ramnopiranosídeo (4), miricetina-3-O-α-L-
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ramnopiranosídeo (5). Estes componentes químicos correspondem a 10% do total 

de compostos fenólicos da planta.57 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nas folhas de I. edulis foram identificados os taninos proantocianidina B1(6) e 

proantocianidina B2 (7)46 e nas raízes foram identificados os flavonóides 5,7,3’,4’-

tetraidroxi-3-metoxiflavona (8), 5,7,4’-triidroxi-6,8-dimetilflavona (9) e 6,3’,4’-

triidroxiaurona (10).58 
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Estudos realizados por Lokvam e Kursar 59 mostraram diversos fenólicos nas 

espécies I. goldmanii e I. umbellifera, entre eles um trímero de procianidina 

(epicatequina-4β-8-catequina-4α-8-epicatequina) (11) em I.goldmaniie um dímero de 

procianidina (catequina-3-O-β-D-glucopirano-catequina-(4α-8)-epicatequina-3-O-β-

D-gluco (6-cinamoil)-piranosídeo) (12) em I. umbellifera. 
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Na espécie I. umbellifera foram identificadas cinco estruturas inéditas de 

flavan-3-óis, sendo os três monômeros de catequina (+)–catequina-3-O-β-D-gluco 

(2-cinamoil)-piranosídeo (13), (+)–catequina-3-O-β-D-gluco(6-cinamoil)-piranosídeo 

(14) e (+)-catequina-3-O-β-D-gluco(2,6-bis-cinamoil)-piranosídeo (15) e as duas 

procianidinas diméricas catequina-3-O-β-D-glucopirano-(4α-8)-catequina-3-O-β-D-

gluco(2-cinamoil)piranosídeo (16) e a catequina-3-O-β-D-glucopirano-(4α-8)-

epicatequina-3-O-β-D-gluco (6-cinamoil) piranosídeo (17)60 
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Na espécie I. sapindoides foi identificada a presença da 5,6-epoxidoluteina 

(18) 61. 
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Na espécie I. verna  foram identificados os fenólicos ácido gálico e ácido 

elágico (19).51 

 

 

 

 

 

 

Além do aminoácido L-tirosina (20) foram encontradas altas concentrações de 

galoil (21), m-digaloil (22) e m-trigaloil-L-tirosina (23) em folhas jovens de I.laurina. 

Estes compostos são importantes para defesa química vegetal durante a fase da 

expansão foliar. 62 
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Também foram identificados desta espécie, em elevada concentração, o 

flavonoide miricetina 3-O-α-(2”-O-galoil)-ramnopiranosídeo (24) e o ácido ascórbico 

(25)63. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na espécie I. marginata foram detectados taninos, saponinas, fitoestérois e 

triterpenos. 64 

Estudos desenvolvidos por Kursar e colaboradores65 com 37 espécies do 

gênero Inga mostraram em sua composição química ácidos quínico (26), gálico, 

cinâmico (27) , tirosina (28), derivados de tirosina e tiramina (29) nas suas formas 

pura ou conjugadas. Neste trabalho a substância fenólica mais encontrada nas 

espécies foram os taninos condensados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Àcidos pipecólicos hidroxilados foram caracterizados nas espécies I. brenesii, 

I. longispica, I. oerstediana e I. Paterno 66, 49. Das folhas da espécie I. paterno foi 
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elucidado um derivado metoxilado de ácido pipecólico inédito, denominado ácido 

trans-4-metoxipipecólico (30). 66 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para este estudo foram escolhidas as espécies I. edulis, I. laurina e I. 

marginata, para as quais  foram encontradas importantes atividades biológicas 

associadas as suas substâncias fenólicas. 

 

• Inga edulis 

 

A espécie Ingá edulis é conhecida popularmente como angá, ingá-cipó, ingá-

macarrão, ingá-de-macaco, ingá-de-metro ou ingá-rabo-de-mico, sendo encontrada 

na região Amazônica e em toda a orla litorânea desde o Rio Grande do Norte até o 

norte de Santa Catarina na floresta pluvial Atlântica. Encontrada com facilidade nas 

margens de rios e lagos ou em regiões que se alagam facilmente. Seus frutos em 

forma vagem são comestíveis e possuem sementes que estão envoltas por uma 

polpa branca flocosa e adocicada. 67 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Detalhes das flores, folhas e partes do fruto de Inga edulis(Fonte: OTS 

Plant Database) 
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• Inga laurina  

A espécie Inga laurina é conhecida como: ingá-branco, ingá-de-chichica, ingá-

de-macaco, ingá-de-praia, ingá-mirim ou ingaí68. Possui ampla distribuição no país 

desde a Amazônia até o Nordeste e daí para o sul até o Paraná, em quase todas as 

formações vegetais. Também encontrada nos demais países da América Latina, 

Central e Caribe. Seus frutos em forma vagem são comestíveis e contêm semente 

envolta por uma polpa flocosa branca e adocicada69. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Detalhes das flores e partes do fruto de Inga laurina (Fonte: OTS Plant 

Database) 

• Inga marginata  

 

A espécie Inga marginata é conhecida como ingá, ingá-dedo, ingá-feijão, 

ingá-mirim e ingazinho. É encontrada na América Central e do Sul e é amplamente 

distribuída no território brasileiro em matas ciliares. Encontra-se preferencialmente 

em ambientes úmidos, alcança até 20 m de altura quando adulto. Podeser 

reconhecido por um tronco curto e liso, com copa arredondada. Possuem frutos do 

tipo legume, quefornecem uma semente envolvida por uma camada adocicada e 

comestível70. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Detalhes das flores e do fruto de Inga marginata(Fonte: OTS Plant 

Database) 



42 

 

 

 

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Isolamento, purificação e determinação estrutural de substâncias de espécies 

de Inga. Avaliar o potencial antitumoral dos extratos, frações e substâncias de 

espécies de Inga (Fabaceae Mimosoideae). Emprego de técnicas analíticas 

hifenadas, LC-SPE-TT e espectroscopia de RMN para a desreplicação e obtenção 

de perfis metabólicos dos extratos e frações semi-purificadas já obtidas de 

Ingalaurina, Inga edulis e Inga marginata. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1.Fracionar e purificar as substâncias presentes nos extratos obtidos dos frutos, 

folhas e raque foliar de I. laurina, I. marginata e I. edulis. 

2.Avaliar o potencial antitumoral dos extratos de I. marginata, I. edulise I. laurina, 

bem como das substancias isoladas a partir destes extratos. 

3. Traçar um perfil químico micromolecular e comparar a composição química das 

partes do fruto (polpa, casca e semente), das flores e das folhas (folíolos e raque 

foliar) de Inga laurina e das folhas (folíolos e raque foliar) de I. marginata e I. edulis. 

4. Comparar o perfil cromatográfico das frações obtidas com o extrato bruto das 

demais espécies através do uso de CLAE-DAD, CLAE-EM e de substâncias padrão 

anteriormente isoladas, assim como, identificar os constituintes majoritários das 

frações analisadas. 

5. Identificar ou elucidar a estrutura química das substâncias isoladas. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 Materiais, Equipamentos e Técnicas Utilizadas. 

 

Solventes 

- metanol: grau HPLC das marcas JT Baker® e Tedia; 

- água: purificada com sistema Milli-Q da marca Millipore; 

- hexano: grau HPLC da marca JT Baker®; 

- acetato de etila: grau HPLC da marca JT Baker®; 

- n-butanol: grau PA da marca Synth; 

- acetato de etila, metanol e etanol: grau PA; 

- ácido clorídrico: grau HPLC da marca JT Baker®. 

Os solventes deuterados (metanol-d4, dimetilsulfóxido-d6foram da marca Cambridge 

Isotope Laboratories (CIL). 

Reagentes 

- Solução de anisaldeído (0,5mL de anisaldeído, 10,0mL de ácido sulfúrico 

concentrado e 85,0mL de MeOH) foi preparada com a adição dos reagentes em 

banho de gelo. Tal solução foi acondicionada em vidro âmbar e armazenada a 8º C 

para uso na revelação de CCD.  

Concentração dos extratos 

Para concentraçãodos extratos foram utilizados doisrotaevaporadores: 

-Rotavapor R-220, marca: Büchi, com bomba de vácuo Vacuum Contoller V-805, 

marca: Büchi e circulador de água. 

-Rotavapor Waterbath B-480, marca: Büchi, com bomba de vácuo MA-057/3, marca: 

Marconi e circulador de água. 

 

Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) 

Nestas análises foram utilizadas placas comerciais de sílica gel de fase normal (20 x 

20 cm X 0,2 mm) ou em sílica de fase reversa (C18) (20 x 20 cm X 0,2 mm) ambas 

da marca Sorbent.  

Cromatografia em coluna (CC) 

Foram utilizadas colunas de vidro de dimensões compatíveis com a massa 

das amostras. A escolha da série de eluente e da fase estacionária foi realizada de 

acordo com as características da amostra. Como fase estacionária utilizou-se sílica 
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gel 60G (0,063-0,200mm) da Merck, 70-230 mesh para CC “flash”. Para frações 

mais polares utilizou-sesílica derivatizada com octadecilsilano LiChroprep® RP-18 

40-63 μm da Merck ou gel polimérico 62 Sephadex LH-20 (Pharmacia Biotech). 

 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com detector com Arranjo de Diodos 

(CLAE-DAD) 

A cromatografia líquida de alta eficiência com detector de arranjos de diodos foi 

utilizada na obtenção do perfil cromatográfico e também para monitoramento das 

subfrações obtidas através da purificação dos extratos provenientes daspartições.  

- O cromatógrafo Shimadzu equipado com duas bombas Shimadzu LC-10AD,auto 

injetor Shimadzu SIL 10A, detector de arranjo de diodos UV-VIS modeloShimadzu 

SPD MX AVP. A aquisição e o tratamento de dados foram realizadosvia computador 

tipoPentium II 500MHz utilizando software Shimadzu CLASSLC10(versão 1.64A). As 

análises realizadas em ambos os cromatógrafos no modo analítico na condição para 

gradiente exploratório em coluna cromatográfica Phenomenex Luna C18 (250 x 

4.6mm), 5um - a temperatura ambiente, fluxo de 1mL min-1, volume de injeção foi de 

30μL. 

 

Análises por HPLC-MS 

 

Parâmetros do equipamento de HPLC da Agilent 1200 Series, autosampler 1200 

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

Series. 

Coluna: Phenomenex Luna C18 (2) (250 x 4.6mm) 5um 

Solventes: H2O + 0.1% de ácido fórmico e Metanol + 0.1 % de ácido fórmico, tempo 

de análise 52 minutos, volume de injeção: 10uL, fluxo de 1 mL/min e temperatura da 

coluna 40°C. 

Condições do espectrômetro de massas 3200 QTRAP (quadrupolo – ion trap linear), 

Ionização por electrospray (Turbo Ion Spray) no modo positivo e no modo negativo. 

Parâmetros da fonte de ionização no modo positivo: Ion Spray: 5500 V, Curtain Gas: 

20 psi, Temperatura: 650°C, Gas 1: 50psi, Gas 2: 50psi, Interface heater: ON, DP 

(Declustering Potential) 35.0 V, EP (Entrance Potential) 10.0 V e CEP (Cell entrance 

potential) 20.0 V. 

Modo de varredura de ions (Q1): 120 – 920 Da 
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Todas as amostras foram dissolvidas em 1 mL de metanol e diluídas 1:10 antes da 

injeção. Inicialmente, as análises foram realizadas no modo positivo e analisadas 

pela varredura de íons (full scan) utilizando o analisador Quadrupolo.  

Sistema HPLC-SPE-TT 

HPLC: Cromatógrafo Agilent 1260 Infinity, Bomba quaternária 1260 Quat Pump, 

Auto sampler 1260 ALS, Detector de arranjo de fotodiodos 1260 DAD VL, Injetor 

automático para 96 vials de 2 mL. 

SPE: Sistema de extração em fase sólida Bruker/Spark Prospekt II com 192 

cartuchos HySphere com adsorventes de resinas GP, CN, C2, C8, C18, resina SH e 

trocadores catiônico e aniônico.  

TT: Transferidor e preparador automático de amostras Automatic Liquid Handling 

(Gilson), entrada: eluente dos cartuchos SPE, saída: tubos de RMN (tipo Match). 

Softwares: HyStar: Controle automatizado do trapeamento, AMIX Basic: análise 

quimiométrica de dados de RMN 1D e 2D. 

Espectrometria de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

Os espectros de RMN mono e bidimensionais das substâncias e frações foram 

obtidos no Espectrômetro Varian Inova 500®, Espectrômetro Bruker Avance III HD 

600 (14,1 T) equipado com uma criossonda e Espectrômetro Bruker 300 Fourier (7,1 

T).  

 

 

3.2 PARTE EXPERIMENTAL 

3.2.1 Coleta e identificação do material vegetal 

As espécies de Inga(I. marginata, I. laurinae I. edulis) coletadas no bioma 

Cerrado foram obtidas na Fazenda Berrante - Usina Nova América de Tarumã e 

identificadas pela Dra. Giselda Durigan.A espécie Inga edulis coletada no bioma 

Amazônia foi coletada no município de Mâncio Lima, Acre. Sua exsicata foi 

depositada no herbário do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA). 

3.2.2 Obtenção do extrato bruto 

O material vegetal (folhas, raque foliar e frutos) foi seco à temperatura 

ambiente, triturado em moinho de facas e pesados em balança analítica. Submeteu-

se a cinco extrações com etanol em banho de ultra-som e concentrou-se em 

rotaevaporador, fornecendo o Extrato Etanólico (EtOH). Foram separadas alíquotas 
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dos extratos brutos secos para contraprova, para realização de CCD,para 

comparação com as frações da partição e para realização de bioensaios. 

3.2.3 Partição dos extratos brutos 

O extrato EtOH das folhas das três espécies foi dissolvido em 400mL de 

MeOH/H2O e submetido a partição líquido-líquido com solventes orgânicos, 

fornecendo quatro frações de polaridades crescentes: fração hexânica (Hex.), fração 

AcOEt, fração n-butanol (BuOH) e fração hidrometanólica (Ha). Foram separadas 

alíquotas para realização de bioensaios, obtenção de perfis cromatográficos e 

análises de RMN. 

 

3.2.4 Detecção, isolamento e caracterização dos constituintes químicos 

 

3.2.4.1 Estudo químico dos frutos de I. laurina 

Os frutos de Inga laurina foram inicialmente separados em polpa, casca e 

semente e, em seguida, extraídos com etanol em banho de ultra-som. Os extratos 

etanólicos da polpa, casca e semente foram submetidos ao fracionamento 

cromatográfico com Amberlite XAD-4 fornecendo duas frações: 1- fração metanólica, 

onde estão concentrados os compostos de interesse e 2- a fração aquosa, rica em 

açúcares livres, esta informação foi obtida com base na análise dos espectros de 

RMN de 1H de ambas as frações. Ambas as frações foram submetidas a triagem 

química em CCD e RMN 1H a fim de verificar a eficiência da separação e traçar um 

perfil químico preliminar das mesmas. As frações metanólicas de todas as partes do 

fruto foram submetidas a fracionamento por CC no modo reverso de eluição e as 

frações obtidas foram analisadas por CLAE-DAD em coluna analítica C-18. 

 



 

 

Fluxograma 1. Esquema geral do tratamento cromatográfico das partes dos frutos de 

I. laurina. 

 

 

Tabela 1. Condições cromatográficas da análise em CLAE

partes dos frutos de I. laurina

 

Solvente A 

H2O 

 

Fluxo: 1 mL/min, volume de injeção: 20 µ

C18(partículas 5 μm), fases acidificadas com 0,1% de HCOOH

 

3.2.5 Estudo químico de 

3.2.5.1 Estudo químico das folhas de 

Estudo dos constituintes de baixa polaridade (

A fase hexânica (2,3 g) foi submetida ao fracionamento químico em coluna 

cromatográfica de Silica gel 60 e eluída com gradiente de Hexano/AcOEt até MeOH 

Fluxograma 1. Esquema geral do tratamento cromatográfico das partes dos frutos de 

Tabela 1. Condições cromatográficas da análise em CLAE-DAD das frações das 

I. laurina 

          Gradiente 

Solvente B Tempo (min) 

MeOH 0 

60 

Fluxo: 1 mL/min, volume de injeção: 20 µL,  Coluna: 

fases acidificadas com 0,1% de HCOOH. 

químico de Inga marginata 

3.2.5.1 Estudo químico das folhas de I. marginata 

Estudo dos constituintes de baixa polaridade (Hex.)das folhas de 

ica (2,3 g) foi submetida ao fracionamento químico em coluna 

cromatográfica de Silica gel 60 e eluída com gradiente de Hexano/AcOEt até MeOH 
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Fluxograma 1. Esquema geral do tratamento cromatográfico das partes dos frutos de 

DAD das frações das 
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)das folhas de I. marginata 

ica (2,3 g) foi submetida ao fracionamento químico em coluna 

cromatográfica de Silica gel 60 e eluída com gradiente de Hexano/AcOEt até MeOH 



 

 

puro fornecendo 27 frações de 150 mL. Estas frações foram submetidas à análise 

em CCD para verificar o grau de pure

fração nos forneceu 230 mg de um óleo amarelo que apresentou

grau de pureza na análise por CCD e, por isso, foi enviado para a análise de RMN 

de 1H. 

A reunião das frações 8

distintas e foram analisadas por Cromatografia em Camada Delgada Preparativa 

(CCDP) de sílica fase normal e eluída com Hex/AcOEt 8:2, fornecendo três frações. 

As frações obtidas foram analisadas por RMN de 

das substâncias terpênicas observadas na análise em CCD com revelador 

anisaldeído. 

A fração 12 (200 mg) apresentou em CCD manchas com boa resolução e 

quantidade de massa adequada para continuidade do estudo. Esta fração foi então 

submetida ao fracionamento em coluna cromatográfica de sílica gel 60 e eluída com 

misturas de hexano, AcOEt e

enriquecidas com terpenóides. As frações 9 a 10 (60 mg),após agrupadas, foram 

purificadas por CCDP de sílica fase normal e eluída no sistema Hex/AcOEt 85:15, 

fornecendo 6 frações, que foram posteriormente

caracterização de seus constituintes.

 

puro fornecendo 27 frações de 150 mL. Estas frações foram submetidas à análise 

em CCD para verificar o grau de pureza e a similaridade entre elas. A primeira 

fração nos forneceu 230 mg de um óleo amarelo que apresentou

grau de pureza na análise por CCD e, por isso, foi enviado para a análise de RMN 

A reunião das frações 8-10 (30 mg) apresentou poucas manchas de polaridades 

distintas e foram analisadas por Cromatografia em Camada Delgada Preparativa 

(CCDP) de sílica fase normal e eluída com Hex/AcOEt 8:2, fornecendo três frações. 

ram analisadas por RMN de 1H para possível caracterização 

das substâncias terpênicas observadas na análise em CCD com revelador 

A fração 12 (200 mg) apresentou em CCD manchas com boa resolução e 

quantidade de massa adequada para continuidade do estudo. Esta fração foi então 

submetida ao fracionamento em coluna cromatográfica de sílica gel 60 e eluída com 

misturas de hexano, AcOEt e MeOH para obtenção de substâncias puras ou frações 

enriquecidas com terpenóides. As frações 9 a 10 (60 mg),após agrupadas, foram 

purificadas por CCDP de sílica fase normal e eluída no sistema Hex/AcOEt 85:15, 

fornecendo 6 frações, que foram posteriormente analisadas por RMN de 

caracterização de seus constituintes. 
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puro fornecendo 27 frações de 150 mL. Estas frações foram submetidas à análise 

za e a similaridade entre elas. A primeira 

fração nos forneceu 230 mg de um óleo amarelo que apresentou-se com elevado 

grau de pureza na análise por CCD e, por isso, foi enviado para a análise de RMN 

10 (30 mg) apresentou poucas manchas de polaridades 

distintas e foram analisadas por Cromatografia em Camada Delgada Preparativa 

(CCDP) de sílica fase normal e eluída com Hex/AcOEt 8:2, fornecendo três frações. 

H para possível caracterização 

das substâncias terpênicas observadas na análise em CCD com revelador 

A fração 12 (200 mg) apresentou em CCD manchas com boa resolução e 

quantidade de massa adequada para continuidade do estudo. Esta fração foi então 

submetida ao fracionamento em coluna cromatográfica de sílica gel 60 e eluída com 

MeOH para obtenção de substâncias puras ou frações 

enriquecidas com terpenóides. As frações 9 a 10 (60 mg),após agrupadas, foram 

purificadas por CCDP de sílica fase normal e eluída no sistema Hex/AcOEt 85:15, 

analisadas por RMN de 1H para 
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Fluxograma 2. Fracionamento cromatográfico da fase hexânica das folhas de I. 

marginata. 

As frações (3 e 5) analisadas por RMN de 1H mostraram uma mistura de 

triterpenos (substâncias 1, 2, 3 e 4) 

 

• Estudo dos constituintes das fases AcOEt e BuOH das folhas de I. 

marginata 

As fases de partição AcOEt e BuOH foram fracionadas em coluna 

cromatográfica aberta e suas frações foram analisadas por CCD e RMN de 1H para 

obtenção de substâncias puras ou frações enriquecidas. 

A fase AcOEt (1,0 g) do extrato das folhas de I. marginata foi submetida a 

fracionamento cromatográfico em CC utilizando como fase estacionária sílica 

derivatizada (C18) eluída em gradiente de H2O/MeOH 95:5 até MeOH 100% 

fornecendo 10 sub-frações.  

Com o objetivo de conhecer o perfil cromatográfico para a detecção de outras 

substâncias, as frações obtidas desta CC foram submetidas à análise por CLAE-

DAD monitorando em 254nm. Injetou-se 20 µL de cada fração (concentração de 1 

mg/mL) em coluna analítica “Luna” Phenomenex C-18 (250mm x 4,60mm e 5 micra), 

eluída em gradiente de H2O/MeOH 95:5 até MeOH puro durante 50 min, fluxo de 

1mL/min. 

A fração 5 (2,0 mg) apresentou dois picos majoritários nesta análise, com 

tempos de retenção de 18,45 min e 19,06 min.  
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Figura 7. Cromatograma obtido via CLAE

das folhas de Inga marginata.

 

A fração obtida em MeOH 1

cromatográfica com sílica derivatizada (C18) eluída em gradiente de H

95:5 até MeOH 100% fornecendo 10 sub

fracionamento forneceu uma

caracterizado como sendo o ácido 

As frações obtidas foram analisadas por CLAE

utilizado para obtenção dos perfis cromatográficos e, em seguida, analisadas por 

RMN de 1H. A análise dos cromat

presença de um composto majoritário, que após análise do seu espectro de UV e do 

tempo de retenção com padrão autêntico mostrou ser um flavonóide. 

 

Fluxograma 3. Fracionamento cromatográfico da fase AcOEt do ex

de I. marginata. 

 

A fase butanólica (1,0 g) foi submetida ao fracionamento cromatográfico  

utilizando como fase estacionária sílica derivatizada 

Figura 7. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fração 5 da fase AcOEt do extrato 

Inga marginata. 

A fração obtida em MeOH 100% (fração 10) foi fracionada em

sílica derivatizada (C18) eluída em gradiente de H

95:5 até MeOH 100% fornecendo 10 sub-frações. A fração menos polar deste 

fracionamento forneceu uma substância fenólica que após análise espectral foi 

caracterizado como sendo o ácido p-cumárico. 

As frações obtidas foram analisadas por CLAE-DAD pelo mesmo método 

utilizado para obtenção dos perfis cromatográficos e, em seguida, analisadas por 

H. A análise dos cromatogramas das frações mais polares indicou a 

presença de um composto majoritário, que após análise do seu espectro de UV e do 

tempo de retenção com padrão autêntico mostrou ser um flavonóide. 

Fluxograma 3. Fracionamento cromatográfico da fase AcOEt do ex

A fase butanólica (1,0 g) foi submetida ao fracionamento cromatográfico  

utilizando como fase estacionária sílica derivatizada C18 e eluída em gradiente de 
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DAD da fração 5 da fase AcOEt do extrato 

foi fracionada em coluna 

sílica derivatizada (C18) eluída em gradiente de H2O/MeOH 

frações. A fração menos polar deste 

que após análise espectral foi 

DAD pelo mesmo método 

utilizado para obtenção dos perfis cromatográficos e, em seguida, analisadas por 

ogramas das frações mais polares indicou a 

presença de um composto majoritário, que após análise do seu espectro de UV e do 

tempo de retenção com padrão autêntico mostrou ser um flavonóide.  

 

Fluxograma 3. Fracionamento cromatográfico da fase AcOEt do extrato das folhas 

A fase butanólica (1,0 g) foi submetida ao fracionamento cromatográfico  

C18 e eluída em gradiente de 
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H2O/MeOH 95:5 até MeOH 100% fornecendo 10 sub-frações. A fração 1 foi 

submetida à cromatografia de exclusão (Sephadex LH-20 eluída com MeOH/H2O 

7:3), resultando em 6 sub-frações. Todas as frações foram submetidas a análise por 

CLAE-DAD (monitorado em 254nm, volume de injeção: 20 µL, coluna analítica 

“Luna” Phenomenex C-18, fluxo: 1 mL/min, método: gradiente de MeOH 80-100% 

(MeOH-H2O). A fração 6 (2,5 mg) apresentou uma substância fenólica majoritária. 

Porém, devido a quantidade de massa para obtenção de espectros de RMN de 13C e 

2D e, por estar em mistura com outras substâncias e não foi possível identificar esta 

substância. 

 

• Fracionamento biomonitorado para obtenção de substâncias puras ou 

frações enriquecidas com potencial antitumoral 

Avaliação da atividade antitumoral (citotoxicidade) 

 Todos os extratos obtidos das espécies de Inga foram submetidas à análise de 

citotoxicidade frente às células HT-29 do cancro do cólon humano (Seo et al., 2001), 

utilizando doxorubicina como controle positivo. Este ensaio foi realizado no 

Department of Pharmacognosy and Medicinal Chemistry from College of Pharmacy at 

The Ohio State University (Columbus, OH - USA). 

1.1.1 Estudo químico da raque foliar de I. marginata 

O extrato etanólico da raque foliar de I. marginata apresentou uma promissora 

atividade antitumoral (ED50 = 13,8 µg/mL) no ensaio avaliado, por isso, foi 

selecionado para a purificação dos metabólitos ativos. O extrato bruto (130 mg) foi 

submetido a partição com Hexano e MeOH, e as duas fases de partição obtidas 

foram avaliadas quanto ao seu potencial antitumoral. A fase metanólica (100 mg) 

apresentou melhor atividade (ED50 = 7,4 µg/mL) em relação a fase hexânica (ED50 = 

20,0 µg/mL) e, por isso foi submetida a purificação por cromatografia líquida de 

média pressão (MPLC) em coluna de sílica derivatizada C18, com MeOH 40%, 

MeOH 70% e MeOH 100%. Foram obtidas 60 subfrações que, após análise em 

CCD, foram reunidas em 5 grupos e, em seguida, foram analisados por CLAE-DAD 

para obtenção de um perfil químico. 

 



 

 

Fluxograma 4. Fracionamento cromatográfico da raque folia

 

3.2.6 Estudo químico de 

3.2.6.1 Estudo químico da polpa dos frutos de 

A fração metanólica da polpa do fruto foi submetida ao fracionamento por CC 

no modo reverso de eluição (silica derivatizada C

frações obtidas foram analisadas por CLAE

(monitorado em 254nm, volume de injeção: 20 µL, fluxo: 1 mL/min,

100% MeOH por 50 min)

A fração 5 (77 mg) obtida em H

substância com elevado grau de pureza

benzóico (substância 10)

A fração aquosa da casca dos frutos mostrou a presença de um flavonoide 

quando analisado por CLAE, no entanto, sua composição química apresento

visivelmente rica em açúcares livres quando analisado por RMN de 1H e por isso 

não foi possível caracterizá

 

 

 

 

Fluxograma 4. Fracionamento cromatográfico da raque foliar de I. marginata

Estudo químico de Inga laurina 

Estudo químico da polpa dos frutos de I. laurina 

A fração metanólica da polpa do fruto foi submetida ao fracionamento por CC 

no modo reverso de eluição (silica derivatizada C-18, gradiente MeOH/H

frações obtidas foram analisadas por CLAE-DAD em coluna analítica C

254nm, volume de injeção: 20 µL, fluxo: 1 mL/min,

100% MeOH por 50 min).  

mg) obtida em H2O/MeOH 4:6 deste fracionamento forn

substância com elevado grau de pureza, posteriormente identificada como

(substância 10). 

A fração aquosa da casca dos frutos mostrou a presença de um flavonoide 

quando analisado por CLAE, no entanto, sua composição química apresento

visivelmente rica em açúcares livres quando analisado por RMN de 1H e por isso 

não foi possível caracterizá-la. 
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I. marginata 

A fração metanólica da polpa do fruto foi submetida ao fracionamento por CC 

MeOH/H2O). As dez 

DAD em coluna analítica C-18 

254nm, volume de injeção: 20 µL, fluxo: 1 mL/min, gradiente 5-

O/MeOH 4:6 deste fracionamento forneceu uma 

, posteriormente identificada como ácido 

A fração aquosa da casca dos frutos mostrou a presença de um flavonoide 

quando analisado por CLAE, no entanto, sua composição química apresentou-se 

visivelmente rica em açúcares livres quando analisado por RMN de 1H e por isso 



 

 

 

Fluxograma 5. Fracionamento cromatográfico d

laurina.  

 

3.2.6.2Estudo químico das cascas dos frutos de 

A partir da fração metanólica das cascas dos frutos de 

tratamento cromatográfico com XAD

O primeiro fracionamento da fração MeOH foi 

eluição utilizando silica derivatizada C

100%. As 10 subfrações obtidas foram analisadas por CLAE

C-18, gradiente MeOH/H

substância fenólica majoritária na fração 5 (5,7 mg).

 

 

 

 

 

 

. Fracionamento cromatográfico do extratoda polpa dos frutos de 

 

Estudo químico das cascas dos frutos de I. laurina 

A partir da fração metanólica das cascas dos frutos de I. laurina

tratamento cromatográfico com XAD-4 foram realizados dois fracionamentos. 

O primeiro fracionamento da fração MeOH foi realizado no modo reverso de 

eluição utilizando silica derivatizada C-18, eluída com H2O/MeOH 95:5 até MeOH 

100%. As 10 subfrações obtidas foram analisadas por CLAE-DAD (silica derivatizada 

18, gradiente MeOH/H2O), cuja análise permitiu verificar a prese

substância fenólica majoritária na fração 5 (5,7 mg). 
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da polpa dos frutos de I. 

 

I. laurina obtidas do 

4 foram realizados dois fracionamentos.  

realizado no modo reverso de 

O/MeOH 95:5 até MeOH 

DAD (silica derivatizada 

O), cuja análise permitiu verificar a presença de uma 



 

 

 

 

Fluxograma 6. Primeiro f

laurina.  

 

A fração metanólica das cascas dos frutos de 

cromatográfico com XAD

Sephadex LH-20 eluída com CHCl

lavada com metanol e esta fração foi submetida a análise por CLAE

nos seus espectros de absorção na região do UV, foi possível inferir a presença de 

catequinas, que exibiram uma banda intensa em torno de 280 nm. Essa fração foi 

submetida a CCDP fornecendo 5 frações. A fração 1 foi analisada por CLAE

RMN de 1H, cujos dados permitiram sua identificacao como proantocianidina A

Primeiro fracionamento cromatográfico dacasca

A fração metanólica das cascas dos frutos de I. laurina obtidas do tratamento 

cromatográfico com XAD-4 foi novamente fracionada em coluna cromatográfica de 

20 eluída com CHCl3/MeOH 1:1, fornecendo 20 frações

lavada com metanol e esta fração foi submetida a análise por CLAE

nos seus espectros de absorção na região do UV, foi possível inferir a presença de 

catequinas, que exibiram uma banda intensa em torno de 280 nm. Essa fração foi 

fornecendo 5 frações. A fração 1 foi analisada por CLAE

ujos dados permitiram sua identificacao como proantocianidina A
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casca dos frutos de I. 

obtidas do tratamento 

4 foi novamente fracionada em coluna cromatográfica de 

/MeOH 1:1, fornecendo 20 frações. A coluna foi 

lavada com metanol e esta fração foi submetida a análise por CLAE-DAD. Com base 

nos seus espectros de absorção na região do UV, foi possível inferir a presença de 

catequinas, que exibiram uma banda intensa em torno de 280 nm. Essa fração foi 

fornecendo 5 frações. A fração 1 foi analisada por CLAE-DAD e 

ujos dados permitiram sua identificacao como proantocianidina A-2.  



 

 

Fluxograma 7. Segundo fracionamento cromatográfico 

frutos de I. laurina. 

 

3.2.6.3 Estudo químico das sementes de 
 

O extrato etanólico (4,5 g) das sementes de 

líquido-líquido com AcOEt e H

fase aquosa. Ambas as frações foram analisadas por RMN de 

conhecer melhor a composição química e direcionar as etapas de purificação. O 

espectro de RMN da fração AcOEt indicou uma complexidade de metabólitos de 

baixa polaridade, no entanto, foi observado um singleto em 9,5 ppm característico de 

próton ligado a Nitrogênio. A fraçã

(fenólicos e nitrogenados), porém, rica em açúcares livres.

A fração aquosa foi submetida à coluna cromatográfica utilizando Diaion HP

(Neste procedimento os compostos contendo ligação dupla (s) e/ou grupo

são retidos pela resina enquanto outros são eluídos através da coluna. Os 

. Segundo fracionamento cromatográfico do extrato 

3.2.6.3 Estudo químico das sementes de I. laurina 

O extrato etanólico (4,5 g) das sementes de I. laurina foi submetido a partição 

líquido com AcOEt e H2O, fornecendo 500 mg da fase orgânica e 4,0 g da 

fase aquosa. Ambas as frações foram analisadas por RMN de 1H (400 MHz) a fim de 

composição química e direcionar as etapas de purificação. O 

espectro de RMN da fração AcOEt indicou uma complexidade de metabólitos de 

baixa polaridade, no entanto, foi observado um singleto em 9,5 ppm característico de 

próton ligado a Nitrogênio. A fração aquosa concentrou as substâncias de interesse 

(fenólicos e nitrogenados), porém, rica em açúcares livres. 

A fração aquosa foi submetida à coluna cromatográfica utilizando Diaion HP

(Neste procedimento os compostos contendo ligação dupla (s) e/ou grupo

são retidos pela resina enquanto outros são eluídos através da coluna. Os 
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do extrato da casca dos 

foi submetido a partição 

O, fornecendo 500 mg da fase orgânica e 4,0 g da 

H (400 MHz) a fim de 

composição química e direcionar as etapas de purificação. O 

espectro de RMN da fração AcOEt indicou uma complexidade de metabólitos de 

baixa polaridade, no entanto, foi observado um singleto em 9,5 ppm característico de 

o aquosa concentrou as substâncias de interesse 

A fração aquosa foi submetida à coluna cromatográfica utilizando Diaion HP-20 

(Neste procedimento os compostos contendo ligação dupla (s) e/ou grupo aromático 

são retidos pela resina enquanto outros são eluídos através da coluna. Os 
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carboidratos são usualmente separados por este procedimento. Ao aumentar a 

percentagem de MeOH, os compostos mais lipofílicos são eluídos para separação 

dos açúcares dos demais fenólicos). A coluna foi eluída inicialmente com água para 

obtenção dos açúcares livres e, em seguida com MeOH, para obtenção dos demais 

compostos fenólicos (figura 3). Ambas as frações foram analisadas por RMN de 1H 

(400 MHz) e CLAE-DAD. 

Figura 8. Fração H2O 100% (1), rica em açúcares livres, e fração MeOH 100% (2),  

obtida da CC eluída sobre Diaion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A fração metanólica (350 mg) foi submetida a análise por cromatografia 

em coluna em sílica derivatizada C18 e eluída com os sistemas: MeOH 40% (1), 

MeOH 70% (2) e MeOH 100% (3). As três frações obtidas foram submetidas ao 

bioensaio para avaliação de citotoxicidade (com células tumorais da linhagem HT-

29) e analisadas por RMN de 1H (400 MHz) e CLAE-DAD. 

 A fração obtida em metanol puro (fração 3) apresentou sinais referentes a 

alcalóides, ainda não identificados no gênero Inga. No entanto, não apresentou 

potencial antitumoral no ensaio realizado. As frações 1 (MeOH 40%) e 2 (MeOH 

70%) apresentaram ED50 de 9.2 e 7.6 µg/mL, respectivamente, contra a linhagem 

HT-29.  

Foram obtidos espectros de RMN de 1H das três frações com o intuito de 

observar os sinais em comum e relacionar as substâncias presentes responsáveis 

pelo potencial citotóxico.  

Uma análise comparativa dos sinais presentes no espectro da fração mais 

ativa (fração 2) com a fração não ativa (fração 3) mostrou que os constituintes 

presentes em baixa concentração, informação obtida pela a integração dos sinais, 

1 2 
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são os responsáveis pelo potencial citotóxico. O espectro de RMN de 1H da fração 2 

apresentou sinais de, pelo menos, duas substâncias aromáticas. Esta fração (45 mg) 

foi submetida a CC em sílica gel 60 e eluída com AcOEt/MeOH 1:1 até MeOH puro, 

fornecendo 10 subfrações que, após análise em CCD foram reunidas em 4 grupos. A 

fração mais polar, obtida em MeOH 100%, foi a única que apresentou boa atividade 

(ED50 = 4,0 µg/mL) no ensaio avaliado. 

A fração 1 (240 mg) foi submetida a análise em CLAE analítica usando 

diferentes métodos e colunas de sílica C18 e C8 (C8 DYNAMAX). Porém, em 

nenhum dos métodos avaliados foi possível obter boa resolução dos picos que 

permitisse a análise no modo preparativo. Possivelmente devido à alta polaridade 

das substâncias, todas co-eluíram nos primeiros minutos da análise. Desta forma, a 

fração foi submetida à cromatografia por exclusão em Sephadex LH-20, eluída com 

MeOH 100%, fornecendo 10 subfrações. As frações (2, 3, 4 e 5) que apresentaram 

melhor separação na análise por CCD em fase reversa foram submetidas à análise 

por CLAE-DAD (coluna analítica C-18 (250mm x 4,60mm e 5 um), eluída em 

gradiente de H2O/MeOH 95:5 até MeOH puro durante 50 min, fluxo de 1mL/min) 

para a obtenção de um perfil químico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Fluxograma 8. Fracionamento cromatográfico das sementesde 

 

Devido à baixa resolução e material retido no ponto de aplicação na análise por 

CCD (sílica de fase normal) das frações mais polares indicando a presença de 

compostos altamente hidroxilados, as frações com maior quantidade de massa 

foram derivatizadas por 

amostra, utilizando anidrido acético e piridina como reagentes na concentração 1:1 

v:v mantendo sob agitação magnética em temperatura ambiente por 24 horas. 

Confirmou-se a presença do produto acetilado po

foi possível obter o produto acetilado com bom rendimento, este procedimento 

foirepetido utilizando maior quantidade de amostra a fim de se obter 

resoluçãopara isolar as substâncias de interesse.

onamento cromatográfico das sementesde I. laurina

Devido à baixa resolução e material retido no ponto de aplicação na análise por 

CCD (sílica de fase normal) das frações mais polares indicando a presença de 

compostos altamente hidroxilados, as frações com maior quantidade de massa 

foram derivatizadas por acetilação. Foi realizada a acetilação com 20 mg de 

amostra, utilizando anidrido acético e piridina como reagentes na concentração 1:1 

v:v mantendo sob agitação magnética em temperatura ambiente por 24 horas. 

se a presença do produto acetilado por RMN de 1H. Tendo em vista que 

foi possível obter o produto acetilado com bom rendimento, este procedimento 

repetido utilizando maior quantidade de amostra a fim de se obter 

isolar as substâncias de interesse. 
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I. laurina. 

Devido à baixa resolução e material retido no ponto de aplicação na análise por 

CCD (sílica de fase normal) das frações mais polares indicando a presença de 

compostos altamente hidroxilados, as frações com maior quantidade de massa 

acetilação. Foi realizada a acetilação com 20 mg de 

amostra, utilizando anidrido acético e piridina como reagentes na concentração 1:1 

v:v mantendo sob agitação magnética em temperatura ambiente por 24 horas. 

H. Tendo em vista que 

foi possível obter o produto acetilado com bom rendimento, este procedimento 

repetido utilizando maior quantidade de amostra a fim de se obter melhor 



59 

 

 

 

O extrato das folhas de I. laurina apresentou maior atividade no ensaio de 

citotoxicidade frente a linhagens tumorais e por isso, foi submetido aos 

fracionamentos cromatográficos para a obtenção de compostos puros ou frações 

semipurificadas. 

 

3.2.6.4 Estudo químico das folhas de Inga laurina 

O extrato das folhas de I. laurina apresentou maior atividade no ensaio de 

citotoxicidade frente as linhagens tumorais avaliadas e por isso, foi selecionado para 

investigacao detalhada. O extrato foi submetido a partição líquido-líquido com 

solventes de polaridade crescente, fornecendo quatro frações: hexano, AcOEt, 

BuOH e água. As fases de partição foram analisadas por CCD,RMN de 1H e CLAE-

DADcom o intuito de obter um perfil químico e selecionar as condições de 

fracionamento cromatográfico. Através destas análises concluímos que a fase 

hexânica apresentou triterpenos como constituintes majoritários, enquanto na fase 

butanólica concentraram-se as saponinas, os compostos nitrogenados aromáticos e, 

possivelmente os aminoácidos não proteicos, muito comuns no gênero. Na fase 

AcOEt observou-se a presença de compostos de média polaridade, enquanto na 

fase hidrometanólica foi possível verificar grande concentração de fenólicos 

glicosilados, ácido gálico e taninos.  

Todas as fases de partição obtidas foram fracionadas e suas frações foram 

analisadas por CCD, CLAE-DAD e RMN 1H e 13C para obtenção de substâncias 

puras ou frações semipurificadas. 

Com o intuito de obter as substâncias bioativas isoladas anteriormente dessa 

espécie71, todas as fases de partição foram monitoradas por CLAE-DAD e 

RMNquanto a presença desses metabólitos. Dentre as fases de partição analisadas, 

a fração AcOEt e a BuOH apresentaram sinais em RMN referentes a essas 

substâncias, porém, devido a presença adicional de saponinas na fração BuOH, 

optou-se por iniciar os estudos com a fração AcOEt.  

A fração AcOEt (1,2 g) foi submetida a CC de baixa pressão em silica gel 60 e 

eluída com misturas de Hexano/AcOEt/MeOH, fornecendo 20 subfrações. As 10 

frações obtidas em AcOEt e MeOH foram analisadas por CCD e CLAE-DAD (coluna 

C18, gradiente MeOH 5-100%, fluxo de 1 ml/min, detecção em 254 nm), afim de 

orientar a purificação dos compostos de interesse. A análise dos cromatogramas 

indicou a presença do ácido gáliconas frações mais polares, pela observacao de 
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banda intensa em 270 nm no espectro de UV,que foi confirmada pelos sinais 

observados no espectro de RMN de 1H, em especial um singleto em 7,1 ppm. As 

frações obtidas em AcOEt/MeOH 1:1 até MeOH puro forneceram frações ricas em 

flavonoides e outros fenólicos. 

As frações 13-14 (56 mg), obtidas em AcOEt/MeOH 4:6, foram reunidas 

esubmetidas a CCde sílica gel 60 utilizando gradiente de AcOEt -MeOH até MeOH 

puro. Foram obtidas 8 frações, e estas foram analisadas por CCD e CLAE-DAD nas 

mesmas condições empregadas anteriormente (coluna C18, gradiente MeOH 5-

100%, fluxo de 1 ml/min, detecção em 254 nm).  

A fração 3 (4,5 mg) apresentou um pico (tr = 43,2 min) no final da corrida 

cromatográfica (figura 50) com espectro de UV diferente das classes de substâncias 

caracterizadas nas espécies de Inga. 

A fração 4 (4,0 mg) mostrou, na análise por CLAE-DAD, quatro picos 

majoritários. A análise dos seus espectros de UV indicou a presença do ácido gálico 

(1) e três flavonoides (picos 2, 3 e 4).  

A fração 7 (4,7 mg) obtida em MeOH 100% apresentou, na ánálise por CLAE, 

uma mistura de 4 flavonoides. Porém, devido a quantidade de massa não foi 

possível isolar seus componentes majoritários, por isso, esta fração foi submetida a 

análise por LC-MS (figura 55). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Fluxograma 9. Fracionamento cromatográfico da fase AcOEt das folhas de 

 

 

Ainda visando o isolamento das substâncias bioativas de 

ao fracionamento por CC

sílica derivatizada (C18) eluída com gradiente de H

fornecendo 9 sub-frações. As frações 

foram selecionadas porCLAE

obtida em MeOH/H2O 1:1 apresentou elevado grau de pureza na análise por CLAE

DAD apresentando um pico 

. Fracionamento cromatográfico da fase AcOEt das folhas de 

Ainda visando o isolamento das substâncias bioativas de I. laurina

por CC, a fase BuOH (2,0g), utilizando como fase estacionária 

sílica derivatizada (C18) eluída com gradiente de H2O/MeOH 95:5 até MeOH 100% 

frações. As frações com perfil cromatográfico mais 

CLAE-DAD, e foram analisadas por RMN de 

O 1:1 apresentou elevado grau de pureza na análise por CLAE

DAD apresentando um pico majoritário com tempo de retenção de 23,65 min.
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. Fracionamento cromatográfico da fase AcOEt das folhas de I. laurina 

I. laurina submeteu-se 

, a fase BuOH (2,0g), utilizando como fase estacionária 

O/MeOH 95:5 até MeOH 100% 

com perfil cromatográfico mais interessante 

foram analisadas por RMN de 1H.A fração 5, 

O 1:1 apresentou elevado grau de pureza na análise por CLAE-

majoritário com tempo de retenção de 23,65 min. 



 

 

 

Fluxograma 10. Fracioname

de I. laurina. 

 

O extrato etanólico das folhas de 

ensaio antitumoral frente a lin

apresentou uma promissora atividade (ED

novamente para fracionamento cromatográfico biomonitorado. O extrato foi 

submetido a partição com hexano, AcOEt e H

foram submetidas ao referido bioensaio. A fração AcOEt foi a única que apresentou

se ativa. Esta fração foi submetida a

AcOEt/MeOH 1:1 fornecendo 30 subfrações, que após análise por CCD foram 

agrupadas em 8 frações. Estas oito frações foram submetidas ao bioensaio para 

citotoxicidade contra células da linhagem HT

. Fracionamento cromatográfico da fase BuOHdo extrato 

O extrato etanólico das folhas de I. laurina da segunda coleta foi submetido ao 

ensaio antitumoral frente a linhagem de células HT-29 (cancer 

apresentou uma promissora atividade (ED50 7,20 µg/mL), por isso foi selecionada 

novamente para fracionamento cromatográfico biomonitorado. O extrato foi 

com hexano, AcOEt e H2O, e as fases de partição obtidas 

foram submetidas ao referido bioensaio. A fração AcOEt foi a única que apresentou

se ativa. Esta fração foi submetida aCC em Sephadex LH

AcOEt/MeOH 1:1 fornecendo 30 subfrações, que após análise por CCD foram 

as em 8 frações. Estas oito frações foram submetidas ao bioensaio para 

contra células da linhagem HT-29 e apenas as frações 20
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nto cromatográfico da fase BuOHdo extrato das folhas 

da segunda coleta foi submetido ao 

 de cólon humano)e 

7,20 µg/mL), por isso foi selecionada 

novamente para fracionamento cromatográfico biomonitorado. O extrato foi 

fases de partição obtidas 

foram submetidas ao referido bioensaio. A fração AcOEt foi a única que apresentou-

Sephadex LH-20 eluída com 

AcOEt/MeOH 1:1 fornecendo 30 subfrações, que após análise por CCD foram 

as em 8 frações. Estas oito frações foram submetidas ao bioensaio para 

e apenas as frações 20-23 e 24-28 



 

 

apresentaram atividade 

fração 24-28 (29 mg) foi se

fração foi entao submetida a CC

fornecendo 10 subfrações. A reunião das frações 1

substância pura, posteriormente identificada com 

ramnopiranosídeo: galato de 2

 

Fluxograma 11. Segundo f

I. laurina 

 

apresentaram atividade citototóxica. Devido a quantidade de massa, apenas a 

28 (29 mg) foi selecionada para purificação dos metabólitos ativos. Esta 

entao submetida a CC de silica gel 60 eluída com AcOEt/MeOH, 

fornecendo 10 subfrações. A reunião das frações 1-2 nos forneceu 6,0 mg de uma 

, posteriormente identificada com outro derivado de galoil

ramnopiranosídeo: galato de 2-ramnopiranosil-3,5-diidroxifenila. 

Segundo fracionamento cromatográfico da fase AcOEt das folhas de 
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racionamento cromatográfico da fase AcOEt das folhas de 
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A fração 5 (100mg) foi selecionadapara continuar o estudo cromatográfico 

devido a quantidade de massa e por apresentar substâncias fenólicas de interesse 

como evidenciado na análise por CLAE-DAD. Esta fração foi submetida a CC com 

sílica derivatizada C-18 eluída em gradiente de H2O/MeOH 9:1 até MeOH 

fornecendo 10 sub-frações. A fração 10 (3 mg) apresentou duas substâncias 

fenólicas majoritáriase, foi submetida a caracterização por RMN de 1H (300 MHz) e 
13C (75 MHz). Através da análise dos dados espectrais foi possível caracterizar 

apenas uma das substâncias, identificada como miricetina-3-O-(2”-O-galoil)-α-

ramnopiranosideo (substância 19). 
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Fluxograma 12. Segundo fracionamento cromatográfico da fase AcOEt do extrato 

das folhas de I. laurina 

 

3.2.6.5 Estudo químico da raque foliar de Inga laurina 

 

O extrato etanólico da raque foliar de I. laurina foi submetido ao fracionamento 

em CC no modo reverso de eluição (sílica derivatizada C18, gradiente MeOH/ H2O), 

fornecendo dez frações que, em seguida, foram analisadas por CLAE-DAD (coluna 

Extrato EtOH 

folhas (5 g) 

AcOEt 

250 mg 

Hex. 

Partição Líquido-líquido 

1-2 5 

100 mg 

1 10 

3,0 mg 

Sephadex LH-20 

AcOEt /MeOH 1:1 

BuOH 
H

2
O 

29-30 

Substância 19  

CC sílica derivatizada C18 

H
2
O/MeOH 9:1 até MeOH 100% 

24-28 
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analítica C18, monitorado em 254nm, volume de injeção: 20 µL, fluxo: 1 mL/min, 

gradiente 5-100% MeOH em 50 min). 

A avaliação dos perfis cromatográficos das cinco primeiras frações mostrou baixa 

resolução cromatográfica e eluição característica de um pico bastante alargado em 

cada cromatograma, indicando a presença de taninos condensados. No entanto, 

uma análise detalhada dos espectros de UV permitiu também verificar a presença do 

ácido gálico (tr = 8,74 min) e um flavonóide (tr = 23,15 min), como constituintes 

majoritários da fração 5 (40 mg), obtida em MeOH/H2O 1:1. 

A fração 7 (5,1 mg), apresentou elevado grau de pureza na análise por CLAE-

DAD indicando a presença de um flavonóide (tr = 28,10 min), pelas bandas 

apresentadas no espectro de UV, identificado como a flavona apigenina (substância 

20). 

A análise da fração reunida por CLAE-DAD-UVdas frações 8 a 10 (figura 

69)mostrou a presença de cinco flavonóides (picos 1, 2, 3, 4 e 5) diferentes 

conforme evidenciaram seus espectros de UV, porém não foi possível caracterizá-

los por RMN devido à presença de outras substâncias.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cromatograma 13. Fracionamento cromatográfico do extrato da raque foliar de I. 

laurina 

 

Estudo químico das flores de I. laurina 

Extrato EtOH Raque 

foliar (900 mg) 

1 

Substância 20 

CC sílica derivatizada C18 

H
2
O/MeOH 9:1 até MeOH 100% 

7 

5,1 mg 

8-10 

Flavonoides em 

mistura 
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O extrato etanólico das flores de I. laurina (54 mg) foi submetido a CCemmodo 

reverso utilizando sílica C18 e eluída com MeOH 10% em água e MeOH 100%. As 

duas frações obtidas foram analisadas por CLAE-DAD para obtenção do perfil 

cromatográfico(figura 70). 

 

3.2.6.6 Estudo químico de Inga edulis 

A espécie Inga edulis foi coletada em dois biomas diferentes: Cerrado (folhas 

e raque foliares) e Amazônia (folhas, raque foliar, sementes, polpa e casca dos 

frutos).  

O extrato bruto etanólico das folhas da coleta realizada no Cerrado foi 

solubilizado em400 mL MeOH/H2O 8:2. Em seguida, realizaram-se partições 

sucessivas (ELL)com hexano 1:1 v/v, seguido por ACOEt 1:1 v/v e butanol1:1 v/v, 

obtendo-se quatro frações com polaridades distintas. As fases hexânicas, AcOEt  e 

hidrometanólicas foram concentradas  em rotaevaporador e a fração butanólica em 

Speed vac. 

A fração hexânica (1,0 g) do extrato etanólico das folhas da coletada realizada 

no Cerrado foi submetida ao CCemsílica  gel eluída com misturas de polaridade 

crescente dos solventes Hex, AcOEt e MeOH. As 50 frações obtidas foram 

analisadas por CCD e aquelas que apresentaram manchas bem resolvidas foram 

submetidas à análise por CCDP, a fim de se obter frações ricas em triterpenos. A 

primeira fração (30 mg) apresentou-se na forma de um sólido amorfo de coloração 

laranja e foi analisada por RMN 1H, que indicou a presença de um derivado graxo 

poli-insaturado.  

A fase butanólica (100 mg) deste mesmo extrato foi submetida ao 

fracionamento cromatográfico no modo reverso de eluição utilizando sílica 

derivatizada C18 e sistemas de H2O e MeOH. Foram obtidas 7 frações, que foram 

posteriormente analisadas por CCD e CLAE-DAD no mesmo método empregado 

nas análises anteriores. A fração 1 (3,3 mg) indicou a presença de saponinas, pela 

formação de espuma e através da coloração apresentada no revelador químico 

anisaldeído. Este fracionamento originou outras frações, tais como as frações 5 (4,3 

mg) e 7 (3,8 mg), que se mostraram atrativas para o estudo em função da sua 

composição química flavonoídica. 
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Figura 9. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da Fração 5 do fracionamento da 

FBu do extrato das folhas de I. edulis. 

 

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 min

-100

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1000

1100

1200

mAU

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

kgf/cm2
B.Conc.(Method)

Ch3-365nm,4nm (1.00)
Ch1-254nm,4nm (1.00)



69 

 

 

 

 

Fluxograma 14.Fracionamento cromatográfico do extrato das folhas de I. edulis da 

coleta Cerrado. 

 

A fase hidrometanólica (400 mg) foi submetida aos mesmos fracionamentos 

cromatográficos. A análise dos cromatogramas indicou a presença do ácido gálico 

na fração 1 (270 mg) como constituinte majoritário A evidência da presença do ácido 

gálico foi comprovada pelasbandas de absorção do sistema benzílico, com máximos 

na região do UV em 210-220 nm e entre 260-280 nm. 

 

3.2.7 Estudo químico de Inga edulis 
3.2.7.1 Estudo químico da espécie Inga edulis coletada no Bioma Amazônia 

Investigação das antocianinas presentes nas sementes de Inga edulis 

Os tegumentos das sementes de Inga edulis possuem coloração roxa e estão 

envoltas por uma polpa branca flocosa. Não foram encontrados estudos químicos a 
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cerca da composição química desse órgão vegetal na literatura avaliada e, por isso, 

optamos por investigar a presença desses pigmentos  responsáveis pela coloração e 

possivelmente caracterizar através de técnicas analíticas hifenadas e espectroscopia 

de RMN. Em estudos realizados com sementes de outras espécies de Fabaceae 

observou-se que a coloração escura presente nos tegumentos desse órgão deve-se 

principalmente a presença de antocianinas. Nos tegumentos do feijão-caupí (Vigna 

unguiculata)foram identificadas cinco tipos de antocianinas: delfinidina-3-glicosídeo, 

cianidina-3-glicosídeo, petunidina-3-glicosídeo, peonidina-3-glicosídeo e malvidina-3-

glicosídeo72. 

As sementes de Inga edulis obtidas da coleta realizada no Bioma Amazônia, 

após secas e moídas foram extraídas com água. Imediamente após o contato do 

solvente extrator com as sementes observou-se a formação de uma solução de 

coloração lilás (figura 1a). A solução foi posteriormente filtrada (filgura 1b) e seca 

(figura 1c) em ar comprimido para posterior análise química dos pigmentos.  

 

 

 

v 

 

 

 

 

Figura 10. Imagens dos procedimentos de extração dos pigmentos da fração aquosa 

das sementes de I. edulis. 

 

Estudo similar dos constituintes químicos das sementes foi realizado 

anteriormente com a espécie Inga laurina. No entanto, a solução de coloração lilás 

ainda em contato com as sementes formada após extração com água foi submetida 

ao banho de ultrassom para extração de outros fenólicos de alta polaridade. Porém, 

observou-se mudança na coloração lilás para marrom, indicando possivelmente a 

degradação das antocianinas responsáveis pela cor roxa dos tegumentos das 

sementes. Esta mudança no comprimento de onda máximo de absorção pode ter 

sido produzida pelas reações que ocorrem com o cátion flavilium levando a uma 

configuração estrutural das antocianinas em que, ocorre uma diminuição do número 

1a 1b 1c 
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de ligações duplas conjugadas, associadas ao aumento nos máximos de absorção 

das substâncias e a consequente coloração azul ou roxa. No caso das antocianinas 

a diminuição no comprimento de onda máximo de absorção caracteriza 

deslocamento hipsocrômico (para o vermelho) a perda da coloração roxa. Assim 

como também pela protonação do cátion flavilium ou pela abertura do anel C, 

gerando uma chalcona que absorve em comprimento de onda menor73.As 

antocianinas são metabólitos altamente instáveis e suscetíveis a degradação. 

Ainda visando a detecção de antocianinas nas sementes de Inga edulis, o 

material vegetal obtido após extração com água foi subsequentemente extraído com 

metanol. A fração metanólica (62 mg) apresentou coloração amarela, foi seca em ar 

comprimido e em seguida analisada por CLAE-DAD (figura 11) monitorado em 520 

nm nas mesmas condições da fração aquosa. 

Figura 11. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (520 nm) da fração metanólicado 

extrato das sementes de I. edulis. 

 

 

3.2.7.2 Investigação dos fenólicos presentes nas folhas de Inga edulis 

As folhas de Inga edulis, após secas e moídas, foram extraídas com etanol 

em banho de ultrassom por 20 min. O extrato etanólico (130 mg) foi solubilizado em 

metanol e, em seguida, submetido a partiçãocom hexano para remoção do material 
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lipofílico. A fração metanólica (65 mg) foi submetida ao processo de remoção de 

interferentes apolares por extração em fase sólida (SPE) utilizando cartuchos de 

C18. Alíquotas de 30,0 μL das amostras (1,0 mg/mL) foram analisadas por 

CLAE/DAD nas mesmas condições empregadas anteriormente (fase móvel MeOH 

/HAc (0,1%, v/v) e H2O/HAc (0,1%, v/v) na vazão de 1,0 mL/min, em coluna analítica 

C18, em método de gradiente exploratório: 5-100% B) para detecção das 

substâncias fenólicas e obtenção de um perfil químico micromolecular do extrato 

desse órgão vegetal. 

Figura 12. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (280 nm) da fração metanólica 

obtida do extrato das folhas de I. edulis. 

No entanto, o método empregado não foi eficiente na separação dos 

constituintes químicos desta fração, tendo em vista, que as substâncias aromáticas 

extraídas majoritariamente em metanol possuíam polaridades semelhantes e foram 

observadas nos últimos minutos da corrida cromatográfica. É interessante notar que 

diferente das folhas da coleta realizada no Cerrado não observamos concentração 

expressiva de taninos, ácido gálico, galato de metila, catequinas e flavonoides 

glicosilados nesta análise que, são usualmente eluídos em proporção maior do 

solvente aquoso no método empregado. Uma varredura a 400 nm nos mostrou a 

presença de três picos com espectros de UV  de substâncias ainda não detectado 

nas espécies estudadas neste trabalho, cujas características (bandas no espectro de 

UV e polaridade) indicam possivelmente a presença de pigmentos, tais como 

carotenóides, que ocorre em tecidos foliares. 
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Figura 13. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (400 nm) da fração metanólica 

obtida do extrato das folhas de I. edulis. 

 O espectro de UV das substâncias associadas aos três picos 

analisados apresentou uma  banda em torno de 400 nm: pico 1 (410 nm), pico 2 

(403 nm), pico 3 (409 nm). 

Tentativas de otimização do método foram realizadas, afim de separar os 

fenólicos desta fração e, possivelmente caracterizá-los em mistura através de 

Espectroscopia de RMN. A mesma fração foi novamente analisada por CLAE-DAD 

no método descrito abaixo. 

 

Tabela 2. Gradiente de eluição cromatográfica otimizado para análise dos 

metabólitos secundários da fração metanólica do extrato das folhas de I. edulis. 
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Figura 14. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (254 nm) da fração metanólica 

obtida das folhas de I. edulis. 

 O método de eluição empregado nesta análise forneceu uma boa 

separação dos picos, porém, a análise do espectro de RMN não forneceu 

informações conclusivas acerca da natureza desse grupo de substâncias com 

absorção em 400 nm. Devido a quantidade de massa da fração e da complexidade 

da mistura não foram conduzidas análises de isolamento no modo preparativo. 

Figura 15. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (400 nm) da fração metanólica do 

extratodas folhas de I. edulis. 
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Este grupo de substâncias com absorção em 400 nm, também foi investigado 

em outras partes do vegetal. Na fração metanólica das sementes, onde foram 

detectadas as antocianinas, também se observou um pico (tr = 31,59 min) no 

cromatograma com perfil similar (λ(nm): 227/397). 

Figura 16. Cromatograma obtido via CLAE-DAD monitorado em 280 nm (A) e 400 

(B) da fração metanólica obtida do extrato das sementes de I. edulis. 

 

3.2.7.3 Caracterização de fenólicos presentes nas sementes de I. edulis através 

de RMN de 1H obtida da análise em LC-SPE-TT 

A fração metanólica das sementes de Inga edulis apresentou na análise por 

CLAE-DAD picos bem resolvidos e, após análise de seus espectros de UV, verificou-

se que a mesma era constituída principalmente por substâncias fenólicas como 

ácidos orgânicos e flavonóides.  

A análise por LC-SPE-TT desta fração (25 mg) nos forneceu 7 subfrações e, 

após obtenção de seus espectros de RMN de 1H (600 MHz) foram caracterizadas 

cinco substâncias. 

3.2.8 Estudos de desreplicação das folhas das espécies de Inga 

3.2.8.1 Análise por CLAE-DAD 

Os estudos de desreplicação das espécies de Inga iniciaram-se com o 

desenvolvimento de uma metodologia baseada em análises por CLAE-DAD na 

tentativa de realizar a identificação direta dos metabólitos secundários presentes nas 

matrizes estudadas (extratos de folhas) empregando experimentos de co-injeção de 

padrões autênticos. Inicialmente foi realizada a investigação dos extratos EtOH das 

folhas das três espécies em que 5 mg de cada extrato foi dissolvido em uma mistura 

de MeOH/H2O (1:1, v/v), submetidos à extração em fase sólida (SPE) para remoção 
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dos interferentes e constituintes de baixa polaridade e injeção de 20 μL em CLAE 

analítico. As análises cromatográficas foram feitas com a utilização de uma coluna 

de RP18 e a fase móvel utilizada foi gradiente de MeOH/H2O. Durante a eluição dos 

componentes químicos presentes em cada extrato, o gradiente exploratório de 5-

100% de MeOH foi empregado na obtenção dos perfis cromatográficos dos extratos.  

As substâncias fenólicas foram identificadas através dos tempos de retenção 

e espectros de UV obtidos pela análise em CLAE-DAD, e pela comparação com o 

tempo de retenção de padrões autênticos. 

A presença de substâncias como flavonóides, catequinas, taninos e derivados 

de ácido gálico pôde ser detectada com o auxílio do detector DAD realizando 

varredura na faixa espectral de 200-600 nm. Os flavonóides, fenólicos majoritários 

das frações analisadas, apresentam tipicamente duas bandas no espectro de UV, 

referentes aos anéis cinamoíla e benzoíla. O ácido gálico e seus derivados 

apresentam uma única banda intensa em 270 nm. As catequinas exibem no 

espectro de UV uma banda fraca em torno de 280 nm, um ombro próximo de 220 nm 

e máximo entre 205-210 nm.  

A escolha dos padrões foi baseada na quimiossistemática do gênero Inga e 

incluiu as substâncias listadas na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Padrões e seus respectivos tempos de retenção utilizados nas análises 

por  CLAE-DAD. 

Substância padrão Tempo de retenção (min) 

Quercetina 28,42 

Quercetrina 16,00 

Rutina 24,12 

6-hidroxiflavanona 32,09 

Ácido cinâmico 28,51 

Ácido sinápico 22,01 

Ácido cafeico 18,50 

Ácido vanílico 18,34 

Ácido p-cumárico 21,84 

Ácido chiquímico 24,18 

Ácido clorogênico 16,55 
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Uma alíquota da mistura dos padrões foi co-injetada com a amostra das 

folhas de cada espécie na proporção 1:4 e injetada novamente no cromatógrafo nas 

mesmas condições cromatográficas. Após a obtenção dos cromatogramas, avaliou-

se a intensidade dos picos com o intuito de verificar a presença dos padrões em 

cada amostra.  

 

3.2.8.2 Análise por HPLC-MS 

As análises foram realizadas com os extratos EtOH das folhas das três 

espécies e foram desenvolvidas com a mesma coluna cromatográfica e mesmo 

método empregado nos experimentos de co-injeção de padrões. As substâncias 

foram identificadas com base nos dados obtidos das substâncias isoladas, 

quimiotanoxomia do gênero e nos dados espectrométricos disponíveis na literatura. 

 

3.2.8.3 Análise por CCD e GC-MS das frações de baixa polaridade 

As análises por CCD das frações menos polares indicaram a presença de 

terpenoides, por isso foram submetidas à análise qualitativa por Cromatografia em 

Fase Gasosa, CG-FID (Varían model CP-3800) usando padrões autênticos dos 

triterpenos α-amirina, β-amirina, lupeol, fridelanol, fridelina, taraxerol e ácido 

oleanólico. 

 

 

 

Ácido 2,4 - hidroxicinâmico 19,40 

Chalcona  35,76 

Triptofano 12,52 

Ácido gálico 9,06 

Ácido protocateuico 14,50 

Galato de metila 18,80 

Ácido benzóico 24,87 

Ácido 2,5-diidroxibenzóico 17,06 

Ácido 2,4-diidroxibenzóico 19,37 

Ácido 3,4-diidroxibenzóico 13,07 

Ácido 4-hidroxi-3-metoxibenzóico 22,24 
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3.2.9Perfil químico das partes dos frutos de I. edulis 

 

Para a obtenção de perfis metabólicos através de CLAE-DAD,as amostras 

foram submetidas ao processo de remoção de interferentes apolares por extração 

em fase sólida (SPE) utilizando cartuchos de C18. Alíquotas de 30,0 μL das 

amostras (1,0 mg.mL-1)  foram analisadas por CLAE-DAD usando fase móvel MeOH 

/HAc (0,1%, v/v) e H2O/HAc (0,1%, v/v) na vazão de 1,0 mL.min-1, em coluna 

analítica C18, em método de gradiente exploratório: 5-100% B, 0-50min.  

 

3.2.9 Caracterização de fenólicos presentes nas sementes de I. edulis através 
de LC-SPE-TT 

 

O sistema hifenado HPLC-SPE-TT (High Performance Liquid Chromatography 

- Solid Phase Extraction - Transfer Tube) é composto por um  extrator de fase sólida 

(SPE) como interface entre um  HPLC (Cromatógrafo Líquido de Alta Resolução) e 

um transferidor e prepador automático de amostras de RMN (TT). Neste sistema, 

após a amostra ser analisada por HPLC, os picos e interesse são selecionados e 

coletados online em cartuchos pré-condicionados (sistema SPE) em coletas 

múltiplas (multitrapping), que permitem a concentração das substâncias. 

Os cartuchos são então secos em um fluxo de nitrogênio gasoso, a amostra é 

resolubilizada em solvente deuterado e transferida diretamente para tubos de 3 mm. 

 Todo o processo utilizando apenas cerca de 300 µL de solvente deuterado.  

A fração metanólica do extrato das sementes de I. edulis foi analisada 

inicialmente por CLAE-DAD, onde foram observados fenólicos como flavonóides e 

ácidos orgânicos, evidenciados por seus perfis no UV.  
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Figura 17. Cromatograma obtido via CLAE-DAD monitorado em 280 nm da fração 

metanólica obtida do extratodas sementes de I. edulis. 

Esta fração foi analisada nas mesmas condições empregadas anteriormente 

e, após análise dos seus espectros de UV, foi submetida à análise por LC-SPE-TT 

para a caracterização das substâncias de interesse. 

As condições de análise estão descritas nas tabelas abaixo: 

 

Tabela 4. Condições de análise da amostra por LC-SPE-TT 

Tempo de corrida 

(min) 

Fluxo 

(ml/min) 

Pressão 

Min/Max [bar] 

Solventes Volume 

(µL) 

60,00 0,80 0/400 A: H2O + 0.1% HAC 

A: CH3OH + 0.1% HAC 

30,0 

 

Tabela 5. Gradiente de eluição cromatográfica desenvolvido para aanálise por LC-

SPE-TT  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As amostras foram preparadas na concentração de 25 mg/mL e foi realizado 

um total de 20 injeções. Este experimento foi desenvolvido com a mesma coluna 

cromatográfica (Phenomenex Luna C18) utilizada na análise por CLAE-DAD. 

Gradiente   

Tempo (min) %A (água) %B (Metanol) 

0,0 95,0 5,0 

40,0 0,0 100,0 

45,0 0,0 100,0 

47,0 95,0 5,0 

60,0 95,0 5,0 
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Figura 18. Trapeamento dos picos obtidos via LC-SPE-TT dafração metanólicado 

extrato das sementes de I. edulis. 

 

Os cartuchos trapeados mudaram a partir da análise 13, devido ao 

deslocamento dos picos (devido à mudanca na temperatura da sala ou sobrecarga 

da coluna). 

Foram obtidas 7 frações (7 cartuchos) que, após secas em nitrogênio líquido 

no mesmo equipamento, foram analisadas por RMN de 1H (600 MHz) em tubos de 3 

mm. Os dados obtidos foram analisados e comparados com a literatura para 

identificação dos constituintes químicos presentes em cada amostra. 

 

3.2.11 Avaliação da citotoxicidade 

Todos os extratos dos órgãos das espécies de Inga foram submetidos à análise 

de citotoxicidade frente às células T98G (glioma humano), utilizando doxorubicina 

como controle positivo. Este ensaio foi realizado na Faculdade de Farmácia da 
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Universidade Estadual Paulista - UNESP (Araraquara - SP) sob supervisão da Profa. 

Dra. Christiane Pienna Soares. 

Para o ensaio de citotoxicidade por Sulforrodamina B (SRB), foi utilizada uma 

suspensão de 1,5x104 células/poço da linhagem HepG2. As células foram cultivadas 

em placas de 96 cavidades, e após 24 horas de cultivo, foram adicionadas as 

substâncias puras, seguindo uma diluição seriada 1:2 a partir da concentração de 40 

μg/mL, (realizado em células T98G), pois no teste de genotoxicidade, foram 

utilizadasas células HepG2. Após 24 horas do tratamento, foram adicionados 50 μL 

de ácido tricloroacético (TCA) 50% à baixa temperatura e as placas foram incubadas 

por 1 hora a 4 °C, posteriormente a solução de TCA foi removida e as placas foram 

lavadas, com água corrente de 3 a 4 vezes. Adicionou-se então 50 μL da solução de 

SRB a 0,4% (diluída em ácido acético) e as placas foram incubadas por 20 minutos 

a temperatura ambiente. Após a remoção da SRB, as placas foram lavadas de 3 a 4 

vezes com ácido acético a 1%, secas e o corante dissolvido com Tris Base 10 mM 

(Sigma). Após 5 minutos de incubação a temperatura ambiente, as leituras 

espectrofotométricas da absorbância, foi realizada em comprimento de onda de 570 

nm, no leitor de placas iMark Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

CA, EUA). 

Os testes foram realizados em três experimentos independentes e a 

porcentagem de células vivas foi calculada em relação ao controle negativo, 

representando a citotoxicidade de cada tratamento, segundo proposto por ZHANGe 

colaboradores 74. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 I.marginata I.laurina I.edulis 

 
 
 
 
 
 
 
 

Folhas 

• lupeol  
• fridelina  
• éster graxo do 

olean-18-eno  
• éster graxo da α-

amirina  
• ácido vanílico  
• ácido 3,4,5-

trimetoxi-
benzóico  

• ácido gálico  
• galato de metila 
• ácido p-cumárico 
• miricetina-3-O-α-

ramnosídeo 
• ácido ferúlico 

 

• ácido gálico 
• galato de metila  
• miricetina 
• miricetrina 
• procianidina 
• galato de 2-

ramnopiranosil-
4,6-diidroxifenila  

• galato de 2-
ramnopiranosil-
3,5-diidroxifenila  

• miricetina-3-O-(2”-
Ogaloil)-α-
ramnopiranosídeo  

• ácido p-cumárico  
•  ácido cinâmico  

 

• quercetrina  
• ácido gálico 
• galato de metila  
• ácido 

protocateuico  
• quercetrina  

 
 

 
Raque 
foliar 

• ácido gálico  
• galato de 2-

ramnopiranosil-
4,6-diidroxifenila  
 

• apigenina 
• ácido gálico  

 

• ácido gálico 
• galato de metila  
• galato de 2-

ramnopiranosil-
4,6-diidroxifenila  

 
 

Polpa dos 
frutos 

 
__ 

• ácido benzóico  
 

 
__ 

 
 

Casca 
dos frutos 

 
 

__ 

• galato de 2-
ramnopiranosil-
4,6-diidroxifenila 

• proantocianidina 
A-2  

 

 
 
 

__ 

 
 
 

 
Sementes 

 
 
 
 

__ 

• ácido p-hidroxi-
benzóico 

• 4-vinil-fenol 
glicosídeo   

 

• ácido cafeico 
• ácido p-

metoxicinâmico 
• ácido p-

hidroxibenzóico 
• ácido 4-

metoxibenzoico 
• ácido ferúlico 

 
 

Flores 
 • glicosídeo da 

flavona apigenina  
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Figura 19. Quadro de substâncias caracterizadas nas espécies de Inga. 

O estudo químico das espécies I. marginata, I. laurina e I. edulis permitiram a 

caracterização de fenólicos e triterpenos já descritos na família Fabaceae. No 

entanto, alguns destes metabólitos estão sendo descritos pela primeira vez no 

gênero, assim como o estudo das antocianinas presentes nos tegumentos das 

sementes de I. edulis. 

A Análise preliminar dos extratos brutos das folhas das espécies de Inga 

apresentou atividade antioxidante em teste com solução de β-caroteno e inibiu a 

peroxidaçãolipídica em modelo de lipossomas usando Fe2+ como iniciador de 

reações radicalares71. Após análise cromatográfica dos extratos das folhas das três 

espécies, optou-se por iniciar os estudos químicos com as folhas deI. marginata. 

 

4.1 Estudo químico de Inga marginata 

4.1.1 Estudo químico das folhas de I. marginata 

Estudo dos constituintes de baixa polaridade (Hex.) das folhas de I. marginata: 

Caracterização de triterpenos em mistura através de RMN de 1H e 13C 

A fase hexânica desta espécie apresentou-se ativa no ensaio de inibição da 

atividade da enzima acetilcolinesterase, por isso foi escolhida para estudo químico 

detalhado71.Com o intuito de obter um perfil químico prévio do extrato e verificar a 

presença de possíveis metabólitos, assim como auxiliar nos processos de 

fracionamento, iniciaram-se os estudos pela análise da fração hexânica através de 

CCD e RMN de 1H (300 MHz, CDCl3). A análise minuciosa deste espectro permitiu 

verificar sinais de hidrogênios hidroximetínicosem δH3,6, prótons metílicos em δH0,8 

e sinais sobrepostos em δH [1,2-4,1]. Este conjunto de sinais sugere a estrutura de 

ácido carboxílico de cadeia longa esterificado com uma unidade de etilenoglicol, 

indicando possivelmente a presença do éster dodecanoato de 2-hidroxietila isolado 

anteriormentedas folhas e ramos de Ingalaurina71. 

A presença de compostos aromáticos foi observada em baixa concentração em 

relação aos compostos alifáticos. 

A análise do espectro de RMN de 1H da fração 1 (230 mg) mostrou dois 

conjuntos de sinais de prótons olefínicos e um sinal de próton carbinólico em mistura 

com ácidos graxos, as quais são substâncias de larga distribuição em folíolos 

vegetais, pois possui função protetora, como impermeabilizar as superfícies das 

folhas e proteger contra a perda excessiva de água pela transpiração. 
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As frações que se apresentaram semi purificadas (frações 3 e 5) pela análise em 

CCD foram analisadas por RMN 1H e 13C. A análise química destas frações resultou 

na identificaçãodos triterpenoslupeol (1), éster graxo da α-amirina (2), éster do 

olean-18-eno(3) e a fridelina (4) em mistura.  

No espectro de RMN 1H da mistura da fração 3 foram observados singletos entre 

0,8 e 1,2 ppm, os quais são característicos de hidrogênios metílicos de esqueletos 

triterpênicos. Adicionalmente, a maioria dos sinais no espectro de RMN de 13C 

encontra-se na região entre 14 e 35 ppm, referente aos carbonos metílicos e 

metilênicos. O lupeol foi identificado no espectro de RMN 1H pela presença adicional 

de um dupleto largo em δ 4,68 (dl, J=2,1 Hz) e um duplo dupleto largo em δ 4,56 

(ddl, J=1,5 e 2,1 Hz) integrando para um hidrogênio cada, característicos dos 

hidrogênios olefínicos geminais. O espectro de RMN 13C confirmou a proposta 

estrutural através dos sinais observados, com destaque para os sinais de carbonos 

olefínicosem 109,3 (C29) e 151,0 ppm (C20).  

A análise dos deslocamentos químicos dos carbonos sp2 do espectro de RMN 

de 13C da fração 5 em mistura sugeriu que a mesma era composta 

detriterpenoscomestrutura do éster da  α-amirina (139,4 ppm, para o C-13 e 124,3 

ppm para o C-12).  O espectro de RMN de 13C também apresentou sinal de carbono 

carbonílico em 210,0 ppm e sinal de um grupo metila em 6,80 ppm, típicos do 

triterpenofridelina. Adicionalmente, os sinais em 142,4 (C-18) e 129,4 ppm (C-19), 

bem como os sinais dos grupos metílicos indicaram a presença do triterpenoolean-

18-eno esterificado com ácido graxo.  

Os sinais em 142,4 (C-18) e 129,4ppm (C-19), bem como os sinais dos grupos 

metílicos indicaram a presença do triterpeno olean-18-eno esterificado com ácido 

graxo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

H O

O
CH3(CH2)nCOO

CH3(CH2)nCOO
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Figura 20. Estruturas dos triterpenos identificados nas folhas de I. marginata.

  

Este estudo mostrou que utilizando os dados de RMN de 1H e 13C, é possível, em 

muitos casos, identificar substâncias triterpênicas em misturas quando o objetivo é 

apenas registrar a composição química da mistura. 

Estudo dos constituintes das fasesAcOEt e BuOH das folhas de I. marginata 

As fases de partição AcOEt e BuOH foram fracionadas em coluna 

cromatográfica aberta e suas frações foram analisadas por CCD e RMN de 1H para 

obtenção de substâncias puras ou frações semipurificadas. 

A fração 5 (2,0 mg) do fracionamento cromatográfico da fase AcOEt do 

extrato de I. marginataapresentou dois picos majoritários, nesta análise, com tempos 

de retenção de 18,45 min e 19,06 min. 

Figura 21. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fração 5 do fracionamento 

cromatográfico da fase AcOEt das folhas de Inga marginata. 
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Figura 22. Espectros de UV obtidos via CLAE-DAD da fração 5 do fracionamento 

cromatográfico da fase AcOEt das folhas de Inga marginata. 

 

A substância associada ao pico 2 (tr =  19,0 min) foi obtida com excelente 

grau de pureza na fração 6-7, e após análise de RMN de 1H foi caracterizada como 

sendo um derivado trimetilado do ácido gálico (substância 8).  

A análise do tempo de retenção (tr =  18,45 min) e das bandas apresentadas 

no espectro de UV (λ(nm): 261/291) da substância associada ao pico 1permitiu 

identificá-la como ácido vanílico (substância 7). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Estrutura do ácido vanílico (7). 

 

A reunião das frações 6-7 (12 mg)apresentou, nesta análise, um pico 

majoritário no tempo de retenção de 18,92 min. Aanálise por RMN de 1H (300 MHz) 

mostrou ser o derivado tri-metilado do ácido gálico (ácido 3,4,5-trimetoxi-

benzóico)(8) [DMSO-d6; ᵹH 7,20 (2H, s; H-2/H-6), 3,80 (9H, s; H-8)].O tempo de 

retenção desta substância condiz com a sua estrutura, uma vez que o galato de 

metila apresentou tempo de retenção em torno de 10 min nas mesmas condições de 

análise em estudos anteriores.  

OOH

OH

OCH3
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Figura 24. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fração 6-7 do fracionamento 

cromatográfico da fase AcOEt das folhas de Inga marginata. 

Figura 25. Espectro de RMN de 1H (300 MHz) da fração 6-7 do fracionamento 

cromatográfico da fase AcOEt das folhas de I.marginata. 
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Figura 26. Estrutura do ácido 3,4,5-trimetoxi-benzóico (8). 

 

A reunião das frações 13-15 (15 mg) apresentou um composto majoritário,que 

apósanálise por RMN de 1H (300 MHz), revelou a presença do ácido gálico (5) 

[DMSO-d6; dH 6,92 (s, 2H)]. 

 

Figura 27. Espectro de RMN de 1H (300 MHz) da fração 13-14 do fracionamento 

cromatográfico da fase AcOEt das folhas de I.marginata. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Estrutura do ácido gálico (5) 
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A primeira fração do fracionamento cromatográfico da fase AcOEt do extrato 

de I. marginata (C18, eluição em H2O/MeOH até MeOH 100%)foi submetida aos 

mesmos procedimentos cromatográficos fornecendo uma fração com elevado grau 

de pureza.O espectro de RMN de 1H desta fração mostrou um sinal em 6,93 ppm 

integrando para 2H e um sinal em 3,73 integrando para 3H, sugerindoa presença do 

galato de metila (substância 6), que foi confirmado através dos sinais observados 

no espectro de RMN de 13C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Espectro de RMN de 1H (300 MHz) da fração 1 do fracionamento 

cromatográfico da fase AcOEt das folhas de I.marginata 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Estrutura do galato de metila (6) 
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A fração menos polar do fracionamento da subfração obtida em MeOH 100% 

forneceu uma substância fenólica queapós análise espectral foi caracterizado como 

ácido p-cumárico (substância 9) através dos sinais em ᵹH7,60 (d, J = 16 Hz) e 

ᵹH6,31(d, J = 16 Hz)e dos pares de dupletos em δH7,43(J = 8,4 Hz) e 6,81 ppm (J = 

8,4 Hz), característicos dos hidrogênios aromáticos H-2/H-6 e H-3/H-5, 

respectivamente. 

 

Figura 31. Espectro de RMN de 1H (300 MHz) da fração 10 (ácido p-cumárico) do 

fracionamento cromatográficoda fração MeOH 100% da fase AcOEt das folhas de 

I.marginata. 

 

 

 

 

 

Figura 32. Estrutura do ácido p-cumárico (9) 

 

As frações obtidas do fracionamento cromatográfico da fração 1 foram 

analisadas por CLAE-DAD pelo mesmo método (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 1 

ml/min) utilizado para obtenção dos perfis cromatográficos e, em seguida, analisadas 

O

OH

OH
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por RMN de 1H. A análise dos cromatogramasdas frações mais polares indicou a 

presença de um composto majoritário, que após análise do seu espectro de UV e 

comparação do tempo de retenção com padrão autêntico foi identificado 

comoflavonoide miricetrina (miricetina-3-O-α-ramnopiranosídeo) (substância 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Espectro de UV e estrutura da miricetrina 

 

A subfração 6 (2,5 mg) obtida do fracionamento da fase  BuOH (C18, 

gradiente MeOH/H2O, fluxo 1 ml/min)apresentou uma substância fenólica majoritária 

(figura 8), conforme indicaram seus dados de RMN de 1H: [DMSO-d6; δH 7,36 (d; J = 

3,0 Hz), 6,93 (dd; J = 8,4 e 3,0 Hz), 6,62 (d; J = 8,4 Hz), além de sinais para uma 

unidade de Ramnose], sugerindo tratar-se do ácido gentísico (ácido 2,5-

dihidroxibenzóico). Porém, devido a pequena quantidade de massa para obtenção 

de espectros de RMN de 13C e 2D e, por estar em mistura com outras 

substânciasnão foi possível confirmar a presença desta substância. 
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Figura 34. Espectro de RMN de 1H (300 MHz) da fração 6 do fracionamento 

cromatográfico da fase BuOH das folhas de I. marginata 

 

A análise minuciosa dos espectros de RMN de 1H da fração2 mostrou sinais 

referentes a um derivado do ácido pipecólico já isolado de Inga66 também 

encontrada na fase AcOEt. No entanto, as saponinas mostraram-se constituintes 

majoritários nesta fase, que apresentou formaçãoabundante de espuma, as quais 

foram detectadas por meio de reagentes colorimétricos e RMN de 1H. Algumas 

frações ricas em saponinas foram analisadas por RMN de 1H e 13C para 

caracterização das mesmas, porém a análise dos dados espectrais não forneceu 

resultados conclusivos a cerca da estrutura destas substâncias. 

4.2 Fracionamento biomonitorado:Avaliação da atividade antitumoral 
(citotoxicidade) 
 Todos os extratos das partes vegetativas das espécies de Inga foram 

submetidas à análise decitotoxicidade frente às células HT-29 do câncer do cólon 

humano (Seo et al., 2001), utilizando doxorubicina como controle positivo. As 

amostras com potencial antitumoral foram selecionadas para estudo químico 

detalhado. 
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Tabela 6. Valores de Dose Efetiva 50 (ED 50; µg/mL) obtidos do efeito citotóxico dos 

extratos das partes vegetativas das três espécies de Inga sob as linhagens tumorais 

de cancro do cólon humano (HT-29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

As amostras que se apresentaram ativas no ensaio avaliado foram selecionadas 

para estudo químico detalhado. 

 

4.2 .1 Estudo químico da raque foliar de I. marginata 

O extrato etanólico da raque foliar de I. marginata apresentou uma promissora 

atividade antitumoral (ED50 = 13,8 µg/mL) no ensaio avaliado, por isso, foi 

selecionado para a purificação dos seus constituintes químicos. O extrato bruto foi 

submetido a partição com Hexano e MeOH, e as duas fases de partição obtidas 

foram avaliadas quanto ao seu potencial antitumoral.A fase metanólica (100 mg) 

apresentou melhor atividade (ED50 = 7,4 µg/mL) em comparação àfase hexânica 

(ED50 = 20,0 µg/mL), e por isso foi submetida a purificação de seus metabólitos 

utilizando cromatografia líquida de média pressão (MPLC). Foram obtidas 60 

subfrações que, após análise em CCD, foram reunidas em 5 frações que, em 

seguida, foram analisadas por CLAE-DAD. 

 

 I.laurina I.edulis I.marginata 

Folhas 7.5 >20 >20 

Raque foliar >20 >20 13.8 

Flores >20 - - 

Polpa do fruto - - - 

Casca do fruto >20 - - 

Semente 15.2 - - 
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Figura 35. Cromatograma obtido via CLAE-DAD dos 5 grupos do fracionamento 

cromatográfico da raque foliar de Inga marginata. 

 

No entanto, devido a complexidade da mistura e da reduzida quantidade de 

massa, não foi possível isolar os componentes ativos ou caracterizá-los em mistura. 
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4.3Estudo químico de Ingalaurina 

4.3.1 Estudo químico da polpa dos frutos de I. laurina  

A fração 5 (5,3 mg) obtida em H2O/MeOH 4:6 do fracionamento dafração 

metanólica da polpa do fruto forneceu uma substância com elevado grau de pureza 

(tr = 25 min), que após análise de UV, RMN de 1H  [300 MHz, CD3OD; ᵹH 8,02 (dd; J 

= 8,4 e 1,5 Hz; 2H), 7,57 (tt; J = 7,5 e 1,5 Hz, 1H), 7,46 (tq; J = 7,5 e 1,5 Hz; 2H)] e 
13C [75 MHz, CD3OD; 133,4 (1CH), 130,1 (2CH), 129,4 (2CH)], mostrou ser o ácido 

benzóico (substância 10). 

 

 

Figura 36. Cromatograma e espectro de UV do ácido benzóico (tr = 25 min) isolado 

da polpa dos frutos de Inga laurina. 

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 min

-50

0

50

100

150

200

250

300

350
mAU

254nm,4nm (1.00)

200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 400.0 425.0 450.0 nm

-250

0

250

500

750

1000

1250

1500

1750

2000

2250

2500

2750

3000

3250

3500

3750

4000

4250

mAU
 24.89/ 1.00

20
9

25
9

32
8

42
5

46
1

22
8

20
3

27
3

33
2



96 

 

 

 

 

Figura 37. Espectro de RMN de 1H(300 MHz) do ácido benzóico (10) isolado da 

polpa dos frutos de Inga laurina. 

Figura 38. Espectro de RMN de 13C(75 MHz) do ácido benzóico (10) isolado da 

polpa dos frutos de Inga laurina. 

. 
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Figura 39. Estrutura do ácido benzóico (10) 

 

A fração aquosa da casca dos frutos mostrou a presença de um flavonoide 

quando analisado por CLAE, no entanto, sua composição química apresentou-se 

visivelmente rica em açúcares livresna análise por RMN de 1H e por isso não foi 

possível caracterizá-lo.  

 

4.3.2 Estudo químico das cascas dos frutos de I. laurina  

A fração 5 (5,7 mg)obtida do fracionamento da fração metanólica do extrato 

das cascas dos frutos de I. laurinamostrou uma substância majoritária na análise por 

CLAE-DAD. O espectro de UV e o tempo de retenção mostraram-se similares aos 

dogalato de 2-ramnopiranosil-4,6-diidroxifenila (substância 11), já isolado das folhas 

desta espécie, permitindo sua identificação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fração 5 do fracionamento 

cromatográfico da casca dos frutos de Inga laurina. 
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Figura 41. Estrutura do galato de 2-ramnopiranosil-4,6-diidroxifenila (11) 

 

A fração 1 foi analisada por CLAE-DAD e RMN de 1H, cujos dados permitiram 

sua identificacao como proantocianidina A-2 (substância 12) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da proantocianidina isolada do 

fracionamento cromatográfico da casca dos frutos de Inga laurina 

 

Tabela 7. Dados de RMN de 1H (400 MHz; CD3OD) da proantocianidina A-2. 

 

Anel H ᵹexperimental *ᵹliteratura 

C 3 4,08 (d; 3,2) 4.06 (d, 3.4) 

 4 4,42 (d; 3,6) 4.41 (d, 3.4) 

A 6 6,02 (d; 2,4) 6.01 (d, 2.4) 

 8 6,09 (d; 2,8) 6.07 (d, 2.4) 

B 10 7,17 (d; 2,4) 7.14 (d, 2.2) 

 13 6,83 (d, 8,0) 6.81 (d, 8.3) 

 14 7,04 (dd; 8,0 e 2,0) 7.02 (dd, 8.3, 2.2) 

F 2’ 4,95 (br.s) 4.92 (br s) 

 3’ 4,26 (m) 4.24 (m) 

 4α’ 2,78 (dd; 17,2 e 2.4) 2.76 (dd, 17.2, 2.3) 

 4β’ 2,97 (dd; 17,2 e 4,8) 2.95 (dd, 17.2, 4.9) 

 6’ 6,11 (s) 6.10 (s) 

 8’ - - 

D 10’ 7,15 (d; 2,4) 7.15 (d, 2.1) 

E 13’ 6,82 (d; 8,4) 6.81 (d, 8.2) 

 14’ 7,00 (dd; 8,0 e 2,0) 6.98 (d, 8.2, 2.1) 
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Figura 43. Espectro de RMN de 1H(400 MHz) da fração 1 obtida da análise em 

CCDP dascascas dos frutos de Inga laurina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44. Estrutura da proantocianidina A-2 (12) isolada das cascas dos frutos de I. 

laurina. 

As proantocianidinassão também conhecidas como taninos condensados e 

constituem a segunda classe mais abundante de compostos fenólicos de origem 

natural depois das ligninas75. 
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4.3.4 Estudo químico das sementes de I. laurina 
 

O extrato etanólico (4,5 g) das sementes de I. laurina foi submetido a partição 

líquido-líquido com AcOEt e H2O, fornecendo 500 mg da fase orgânica e 4,0 g da 

fase aquosa. Ambas as frações foram analisadas por RMN de 1H (400 MHz) a fim de 

conhecer melhor a composição química e direcionar as etapas de purificação. O 

espectro de RMN da fração AcOEt indicou uma complexidade de metabólitos de 

baixa polaridade, no entanto, foi observado um singleto em 9,5 ppm característico de 

próton ligado a Nitrogênio. A fração aquosa concentrou as substâncias de interesse 

(fenólicos e nitrogenados), porém, rica em açúcares livres. 

A fração aquosa foi submetida à coluna cromatográfica utilizando Diaion HP-20. 

Neste procedimento os compostos contendo ligação dupla (s) e/ou grupo aromático 

são retidos pela resina enquanto outros são eluídos através da coluna. Os 

carboidratossão usualmente separados por este procedimento. Ao aumentar a 

percentagem de MeOH, os compostos mais lipofílicos são eluídosresultando na 

separação dos açúcares dos demais fenólicos. A coluna foi eluída inicialmente com 

água para obtenção dos açúcares livres e, em seguida com MeOH, para obtenção 

dos demais compostos fenólicos (figura 3). Ambas as frações foram analisadas por 

RMN de 1H (400 MHz) e CLAE-DAD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. Fração H2O 100% (1), rica em açúcares livres, e fração MeOH 100% (2),  

obtida da CC do extrato etanólico das sementes eluida sobre Diaion. 

 

A fração metanólica (350 mg) foi submetida a análise por cromatografia em 

coluna em sílica derivatizada C18 e eluída com os sistemas: MeOH 40% (1), MeOH 

1 2 
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70% (2) e MeOH 100% (3). As três frações obtidas foram submetidas ao bioensaio 

para avaliação de citotoxicidade (com células tumorais da linhagem HT-29) e 

analisadas por RMN de 1H (400 MHz) e CLAE-DAD. 

 A fração obtida em metanol puro (fração 3) apresentou sinais referentes a 

alcalóides, ainda não identificados no gênero Inga. No entanto, não apresentou 

potencial antitumoral no ensaio realizado. As frações 1 (MeOH 40%) e 2 (MeOH 

70%) apresentaram ED50 de 9.2 e 7.6 µg/mL, respectivamente. 

Foram obtidos espectros de RMN de 1H das três frações com o intuito de 

observar os sinais em comum e possivelmente relacionar as substâncias presentes 

responsáveis pelo potencial citotóxico.  

 

Não ativo 

7,6 µg/mL 
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Figura 46. Espectro de RMN de 1H(400 MHz) da fração 2 e da fração 3 obtida do 

fracionamento dascascas dos frutos de Inga laurina 

 

Uma análise comparativa dos sinais presentes no espectro da fração mais ativa 

(fração 2) com a fração não ativa (fração 3) mostrou que os constituintes presentes 

em baixa concentração, informação obtida pela a integração dos sinais, são os 

responsáveis pelo potencial citotóxico, tendo em vista que a composição química da 

fração ativa apresenta maior concentração da substância majoritária na fração não 

ativa. O espectro de RMN de 1H da fração 2 apresentou sinais de, pelo menos, duas 

substâncias aromáticas. Esta fração (45 mg) foi submetida a CC em sílica gel 60 e 

eluída com AcOEt/MeOH 1:1 até MeOH puro, fornecendo 10 subfrações que, após 

análise em CCD foram reunidas em 4 grupos.A fração mais polar, obtida em MeOH 

100%, foi a única que apresentou boa atividade (ED50 = 4,0 µg/mL) no ensaio 

avaliado. A análise do espectro de RMN de 1H desta fração mostrou uma mistura de 

fenólicos, e após minuciosa análise espectral foi possível inferir a presença do ácido 

para-hidroxi-benzóico[CD3OD; δH 8,00 (d, J = 8,4 Hz), 6,90 (d, J = 8,4 Hz)] 

(substância 13) e do glicosídeo do 4-vinil-fenol (substância 14), que foi identificado 

principalmente pelos sinais característicos da unidade vinílica [ᵹH 5,94 (dd, J = 17,2 

e 10,8 Hz), 5,25 (dd, J = 17,2 e 1,2 Hz), 5,08 (dd, J = 10,8 e 1,2 Hz)] e dos prótons 

aromáticos [ᵹH 7,59 (dd, J = 7,6 e 1,6 Hz), 7,49 (dd, J= 7,6 e 1,6 Hz), 6,97 (d, J= 7,6) 

e 6,93 (d, J= 7,6)]. Seuderivado metoxilado 4-vinil-2-metoxi-fenol já foi amplamente 

reportado em espécies da família Fabaceae76. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Estruturas do ácido para-hidroxi-benzóico e do glicosídeo do 4-vinil-fenol 

 

As frações (2, 3, 4 e 5) obtidas do fracionamento da fração 1 em Sephadex 

LH-20 que apresentaram melhor separação na análise por CCD em fase reversa 

OHO

OH

CH2

OGli

13 14 
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foram submetidas à análise por CLAE-DAD (coluna analítica C-18 (250mm x 

4,60mm e 5 um), eluída em gradiente de H2O/MeOH 95:5 até MeOH puro durante 50 

min, fluxo de 1mL/min) para a obtenção de um perfil químico.  

 

 

 

Figura 48. Cromatograma obtido via CLAE-DADdas frações 2, 3, 4 e 5 obtidas do 

fracionamento da fração 1. 

 

Análise da corrida cromatográfica em vários comprimentos de onda revelou 

numerosas substâncias nas frações investigadas. 

 A análise dos espectros de UV dos picos mais resolvidos das frações 2 e 5 

sugeriu principalmente, a presença de ácidos orgânicos (bandas em 270-280 nm) e 

catequinas (bandas em torno de 285 nm). 
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Figura 49. Espectros de UV de alguns picos das frações do fracionamento da fração 

2. 

 

O extrato das folhas de I. laurina apresentou maior atividade no ensaio de 

citotoxicidade frente a linhagens tumorais de câncer de colón (HT-29) e por isso, foi 

submetida aos fracionamentos cromatográficos para a obtenção de compostos puros 

ou frações semipurificadas. 

 

4.3.5 Estudo químico das folhas de Inga laurina 

O extrato das folhas de I. laurina apresentou maior atividade no ensaio de 

citotoxicidade frente as linhagens tumorais avaliadas e por isso, foi selecionado para 

investigação detalhada.O extrato foi submetido a partição líquido-líquido com 
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solventes de polaridade crescente, fornecendo quatro frações: hexano, AcOEt, 

BuOH e água. As fases de partição foram analisadas por CCD e RMN de 1H, com o 

intuito de obter um perfil químico e selecionar as condições de fracionamento 

cromatográfico. A partir destas análises inferimos que a fase hexânica apresentou 

triterpenos como constituintes majoritários, enquanto na fase butanólica 

concentraram-se as saponinas, os compostos nitrogenados aromáticos e, 

possivelmente os aminoácidos não proteicos, muito comuns no gênero. Na fase 

AcOEt observou-se a presença de compostos de média polaridade, enquanto na 

fase hidrometanólica foi possível verificar grande concentração de fenólicos 

glicosilados, ácido gálico e taninos.  

Todas as fases de partição obtidas foram fracionadas e suas frações foram 

analisadas por CCD, CLAE-DAD e RMN 1H e 13C para obtenção de substâncias 

puras ou frações semipurificadas. 

Com o intuito de obter as substâncias bioativas isoladas anteriormente dessa 

espécie71, todas as fases de partição foram investigadas quanto a presença desses 

metabólitos. Dentre as fases de partição analisadas, a fração AcOEt e a BuOH 

apresentaram sinais referentes a essas substâncias, porém, devido a presença de 

saponinas na fração BuOH, optou-se por iniciar os estudos com a fração AcOEt.  

A fração AcOEt (1,2 g) foi fracionada em coluna de silica gel e as frações mais 

polares foram analisadas porCLAE-DAD afim de orientar a purificação dos 

compostos de interesse e contribuir para uma avaliação prévia da natureza química 

das substâncias presentes. A análise dos cromatogramas indicou a presença do 

ácido gálico(banda intensa em 270 nm no espectro de UV) nas frações mais polares 

que foi confirmada pelos sinais observados no espectro de RMN de 1H (um singleto 

em 7,1 ppm).As frações obtidas em AcOEt/MeOH 1:1 até MeOH puro 

forneceramfrações ricas em flavonoides e outros fenólicos(cromatograma abaixo). 
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Figura 50. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fração 11-12 do fracionamento 

da FAcdas folhas de I. laurina. 

 

A fração 3 (4,5 mg) apresentou um pico (tr = 43,2 min) no final da corrida 

cromatográfica com espectro de UV diferente das classes de substâncias 

caracterizadas nas espécies de Inga com λmax em 404 nm. Outras substâncias com 

esse perfil foram observadas nas folhas de I. edulis, proveniente da coleta realizada 

no bioma Amazônia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fração 13-14.3 do fracionamento 

da FAc das folhas de I. laurina. 

A fração 4 (4,0 mg) mostrou, na análise por CLAE-DAD, quatro picos 

majoritários. A análise dos seus espectros de UV indicou a presença do ácido gálico 

(1) e três flavonoides (2, 3 e 4).  
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Figura 52. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fração 13-14.4 do fracionamento 

da FAc das folhas de I. laurina. 

 

 

Figura 53. Espectros de UV obtidos via CLAE-DAD dos principais picos da fração 

13-14.4 do fracionamento da FAc das folhas de I. laurina. 

 

 

Esta fração foi submetida a análise por LC-MS para caracterização de seus 

constituintes. 

 

Figura 54.Espectro de massas associado ao pico em tr =6,55 min obtido em modo 

negativo da análise por LC-MS da fração 13-14.4 do fracionamento da FAc das 

folhas de I. laurina.  

 

A análise do espectro do pico associado ao tempo de retenção de 6,55 min 

apresentou um pico no espectro de massas com m/z 168,8 [M-H],  confirmando a 

presença do ácido gálico (MW = 170). 
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A análise do pico associado ao tempo de retenção de 14,22 min mostrou um pico de 

m/z 462,9[M-H],  sugerindo a presença do flavonoide miricetina-3-O-

ramnopiranosídeo (MW = 464) (substância 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 55.Espectro de massas associado ao pico em tr =14,22 min obtido em modo 

negativo da análise por LC-MS da fração 13-14.4 do fracionamento da FAc das 

folhas de I. laurina.  

 

 

 

 

 

 

Figura 56. Estrutura da miricetina-3-O-ramnopiranosídeo (15) 
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A análise do pico associado ao tempo de retenção de 14,26 min mostrou um pico 

de m/z 319 [M+H],  sugerindo a presença do flavonoide miricetina (substância 16) 

na forma aglicona (MW = 318) em mistura com outro flavonoide. 

 

 

 

 

 

Figura 57.Espectro de massas associado ao pico em tr =14,26 min obtido em modo 

negativo da análise por LC-MS da fração 13-14.4 do fracionamento da FAc das 

folhas de I. laurina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58. Estrutura da miricetina (16) 
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A fração 7 (4,7 mg) obtida em MeOH 100% apresentou, na ánálise por CLAE, 

uma mistura de 4 flavonoides. Porém, devido a quantidade de massa não foi 

possível isolar seus componentes majoritários, por isso, esta fração foi submetida a 

análise por LC-MS para identificacao dos constituintes em mistura.  

 

 

Figura 59. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fração 13-14.7 do fracionamento 

da FAc das folhas de I. laurina. 

 

O pico 1 apresentou espectro de UV característico de catequina (banda em 285 

nm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 60. Espectro de UV obtido via CLAE-DAD do pico 1 da fração 13-14.7 
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Figura 61.Espectro de massas associado ao pico em tr =18,2 min obtido em modo 

negativo da análise por LC-MS da da fração 13-14.7 do fracionamento da FAc das 

folhas de I. laurina.  

 

 

A análise deste pico por LC-MS, realizada no modo positivo, apresentou um pico 

no espectro de massas com m/z 579 [M+H], sugerindo tratar-se uma procianidina 

(MW = 578) (substância 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 62. Estrutura da procianidina B (17) 

 

Esta substância tem sido reportada na espécie Inga edulis. 
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As procianidinas B1 (epicatequina-(4β 8)-catequina) e B2 (epicatequina-(4β

8)-epicatequina) tem sido reportadas anteriormente nas folhas de Inga edulis50. 

 

Os flavan-3-óis, monômeros das procianidinas,têm uma ocorrência natural 

bastante distribuída e disseminada, especialmente sob a forma de agliconas. Estão 

registrados principalmente em plantas de interesse alimentar e em seus produtos 

alimentares. Esta classe de substâncias é muito freqüente em uvas, maçãs, peras, 

cerejas, pêssegos, ameixas, morangos, groselhas, mirtilos, ruibarbos, e framboesas. 

Nas Leguminosae está documentada a presença, em baixas quantidades, em favas, 

em feijão (pinto e branco) e em lentilhas77. 

As frações mais interessantes observadas pela análise em CLAE-DAD do 

fracionamento cromatográficoda fase BuOH de I. laurina, foram analisadas por RMN 

de 1H.A fração 5, obtida em MeOH/H2O 1:1 apresentou elevado grau de pureza na 

análise por CLAE-DAD apresentando um pico majoritário com tempo de retenção de 

23,65min. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 63. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fração 5 do fracionamento da 

FBuOH das folhas de I. laurina. 

 

A análise minuciosa do espectro de RMN de 1H desta fração permitiu identificá-la 

com o galato de 2-ramnopiranosil-4,6-diidroxifenila (11) [CD3OD; ᵹH 12,67(s; 

OH),6,89 (s), 6,37 (d, J = 2 Hz), 6,20 (d, J = 2 Hz), 5,2 (d, J = 1,5 Hz), 4,0 (m), 3,5 

(m), 3,3 (m), 3,1 (m) 0,8 (d, J = 6,5)], isolado anteriormente dessa espécie71. 
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Figura 64. Espectro de RMN de 1H(400 MHz; DMSO-d6) da fração 5 do 

fracionamento cromatográfico da fase BuOH das folhas de Inga laurina. 

 

 

 

 

 

 

Figura 65. Estrutura do o galato de 2-ramnopiranosil-4,6-diidroxifenila 

 

O extrato etanólico das folhas de I. laurina da segunda coleta foi submetido ao 

ensaio antitumoralfrente a linhagem de células HT-29 do cancro do cólon humanoe 

apresentou uma promissora atividade (ED50 7,20 µg/mL), por isso foi selecionada 

novamente para fracionamento cromatográfico biomonitorado. O extrato foi 

submetido a particao com hexano, AcOEt e H2O, e as fases de partição obtidas 

foram submetidas ao referidobioensaio. A fração AcOEt foi a única que apresentou-

se ativa. Esta fração foi submetida ao fracionamento cromatográfico em coluna de 

Sephadex LH-20 fornecendo 30 subfrações, que após análise por CCD foram 
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agrupadas em 8 frações. Estas oito frações foram submetidas ao bioensaio para 

citotoxicidade e apenas as frações reunidas 20-23 e 24-28 apresentaram atividade 

citotóxica. Devido a quantidade de massa, apenas a fração 24-28 (29 mg) foi 

selecionada para purificação dos constituintes químicos.Esta fração foi submetida a 

CCde silica gel 60 eluída com AcOEt/MeOH, fornecendo 10 subfrações. A reunião 

das frações 1-2 forneceu 6,0 mg de uma substância pura (substância 18), que após 

análise espectral mostrou ser o galato de 2-ramnopiranosil-3,5-

diidroxifenila[CD3OD; ᵹH 7,07 (sl; OH), 6,97 (2H, s), 6,39 (1H, d, J = 2 Hz), 6,22 (1H, 

d, J = 2 Hz), 5,34 (1H, d, J = 1,6 Hz), 4,24 (1H, m), 3,80 (1H, m), 3,53 (1H, m), 3,36 

(1H, t, J = 6,0)  0,98 (3H, d, J = 6,0)], também isolado anteriormente dessa 

espécie71.  

 

 

Figura 66. Espectro de RMN de 1H(400 MHz; CD3OD ) da fração 24-28.1-2 do 

fracionamento cromatográfico da fase AcOEt das folhas de Inga laurina. 
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Figura 67. Estrutura do galato de 2-ramnopiranosil-3,5-diidroxifenila (18) 

 

Esta substância foi avaliada quanto ao seu potencial antitumoral frente as células 

tumorais do cancro do cólon humano HT-29e células tumorais do câncer de mama 

MCF-7, porém, não mostrou-se ativa nos ensaiosrealizados.  

Foi também investigada a presença dos derivados de tirosina nas frações do 

extrato foliar, porém, não foram observados sinais associados a estescompostos. 

Possivelmente esses metabólitos se acumulam apenas em folhas jovens, já que 

estas geralmente experimentam taxas muito mais altas de herbivoria do que as 

folhas maduras da mesma plantaem árvores de florestas tropicais51.As folhas 

jovens, diferente das folhas maduras, não podem ser defendidas por tecidos 

estruturais inelásticos (lignina) durante a fase de expansão, resultando em teor de 

energia e de nutrientes das folhas jovens mais elevado em relação às folhas 

maduras, sendo então uma fonte de alimento preferido para muitos herbívoros. Na 

ausência de resistência, as folhas jovens são principalmente defendidas por 

aleloquímicos. Assim, substâncias associadas a defesa química são mais propensas 

a serem vistas em folhas jovens, em vez de folhas maduras62. 

O ácido gálico e seu derivado, galato de metila, foram encontrados em alta 

concentração nessa parte do vegetal.Da fase hexânica foram obtidas frações ricas 

em triterpenos e pigmentos.Algumas frações também foram submetidas à análise 

por CG-Fid em comparação com padrões de triterpenos, no entanto, não foi possível 

caracterização de nenhuma substância, possivelmente trata-se de uma composição 

terpênica diferenciada dos padrões utilizados. 

A fração 5 (100mg) foi escolhida para continuar o estudo cromatográfico 

devido a quantidade de massa e por apresentar substâncias fenólicas de interesse 

na análise por CLAE-DAD. Seu fracionamento nos forneceu a miricetina-3-O-(2”-

Ogaloil)-α-ramnopiranosídeo(3 mg) que foi caracterizada através de seus espectros 

de RMN de 1H (300 MHz) e 13C (75 MHz).  

O

O OH

OH

ORha

OH

OH

OH



116 

 

 

 

Determinação estrutural da substância 19 (miricetina-3-O-(2”-Ogaloil)-α-

ramnopiranosídeo) 

A análise do espectro de RMN de 1H (Figura 68) apresentou 

sinaiscaracterísticos de flavonoides, porém com intensidades diferentes, permitindo 

inferir a presença de uma mistura, de pelo menos, duas substâncias. 

O espectro de RMN de H apresentou sinais com deslocamentos químicos em 

δ 6,38 (sl) e δ 6,20(sl) característicos dos hidrogênios H-6 e H-8 de flavonoide (anel 

A). O singleto em δ 6,95foi atribuído aos hidrogênios 2’ e 6’ do anel B e o singleto na 

região de δH12,60 (1H) indicou a presença de uma hidroxila em C-5 do anel A. Os 

sinais observados no espectro de RMN de 1Hsão característicos da aglicona 

miricetina. 

O dubleto em δ 5,50 (1H) foi atribuído ao hidrogênio anomérico da unidade 

glicosídica, mediante comparação com dados da literatura (Cavalheiro et al., 2011). 

O O dubleto observado em δ 0,94 (J= 5,5 Hz) foi atribuído ao hidrogênio H-6” 

metílico da ramnose. Foi ainda observado um duplo dubleto em δ 5,47 referente ao 

H-2” da porção glicosídica, e um singleto em δ 6,92 sugerindo a presença de uma 

unidade galoíla em C-2”. 

 

Tabela 8. Dados de RMN 1H para miricetina-3-O-(2”-O-galoil)-α-ramnopiranosideo 

(300 MHz) *78.  

 

 

 

 

 

H ᵹencontrado *ᵹliteratura 

6    6,20 (sl) 6,20 (sl) 
8  6,38 (sl) 6,38 (sl) 

2’ e 6’ 6,95 (s) 6,95 (s) 
1" 5,50(d, J=1,5Hz) 5,50(d, J= 1,5Hz) 
2"  5,47 (dd, J=1,5 Hz) 5,47 (dd, J=1,5 Hz) 

3", 4" e 5" 3,8-3,3 (m) - 
6”  0,94(d,J=5,5Hz)  0,90(d,J=5,5Hz) 

2'" e 6'"  6,92 (s) 6,92 (s) 
5-OH  12,60 (sl) 12,61 (sl) 



117 

 

 

 

 

Figura 68. Espectro de RMN de 1H(300 MHz) da fração 15 do fracionamento 

cromatográfico da fração 2 das folhas de Inga laurina. 

 

A análise do espectro de RMN de 13C desta fração apresentou sinais 

característicos da aglicona miricetina. A unidade glicosídica apresentou 6 sinais, 

dentre os quais, dois sinais em δ 98,8 e δ 17,5 atribuídosaos carbonos C-1” e C-6”, 

respectivamente, sendo que o sinal em 17,5 ppm é característico de carbono 

metílico de ramnose. 

Os sinais em δ 119,7,108,0, 145,8 e136,6confirmaram a presença do grupo 

galoil, assim como o sinal em δ 164,5, típico de carbonila de éster. O estudo 

comparativo dos dados obtidos com dados da literaturapermitiu identificar como 

sendo o flavonóide miricetina-3-O-(2”-Ogaloil)-α-ramnopiranosídeo em mistura com 

outra substância minoritária. 
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Figura 69. Espectro de RMN de 13C(75 MHz) da fração 15 do fracionamento 

cromatográfico da fração 2 das folhas de Inga laurina. 
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Tabela 9. Dados de RMN 1H para miricetina-3-O-(2”-O-galoil)-α-ramnopiranosideo 

(75 MHz)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 70. Estrutura da miricetina-3-O-(2”-Ogaloil)-α-ramnopiranosídeo. 
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Esta substância já foi reportada anteriormente na espécie I. laurina63. 

 

4.3.6 Estudo químico da raque foliar de I. laurina 

O extrato etanólico da raque foliar de I. laurina foi submetido ao fracionamento 

em CC no modo reverso deeluição e as frações obtidas foram analisadas por CLAE-

DAD. 

A avaliação dos perfis cromatográficos das cinco primeiras frações mostrou baixa 

resolução cromatográfica e eluição característica de um pico bastante alargado em 

cada cromatograma, sugerindoa presença de taninos condensados. No entanto, 

uma análise detalhada dos espectros de UV permitiu também verificar a presença do 

ácido gálico (tr = 8,74 min) e um flavonóide (tr = 23,15 min), como constituintes 

majoritários da fração 5 (40 mg), obtida em MeOH/H2O 1:1. 

 

Figura 71. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da Fração 5 do fracionamento da 

raque foliar de I. laurina. 

A fração 7 (5,0 mg), apresentou elevado grau de pureza na análise por CLAE-

DAD indicando a presença de um flavonóide (tr = 28,10 min), pelas bandas 

apresentadas no espectro de UV. O espectro de UV e o tempo de retenção 

sugeriram tratar-se do flavonóide apigenina (substância 20), detectada também nas 

flores de Inga laurina. 

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 min

0

100

200

300

400

500

600

700

800

mAU
254nm,4nm (1.00)



121 

 

 

 

 

Figura 72. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da Fração 7 do fracionamento da 

raque foliar de I. laurina. 

 

 

 

 

 

 

Figura 73. Estrutura da apigenina (20) 

A reunião das frações de 8 a 10 mostraram a presença de cinco flavonóides 

(picos 1, 2, 3, 4 e 5) diferentes quando analisados seus espectros de UV, porém não 

foi possível caracterizá-los por RMN devido à presença de outras substâncias.  
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Figura 74. Cromatograma obtido via CLAE

raque foliar de I. laurina. 

 

4.3.7 Estudo químico das flores de 

O extrato etanólico das flores de 

em coluna no modo reverso de eluição utilizando sílica 

10% em água e MeOH 100%. As duas frações obtidas foram analisadas por CLAE

DAD para obtenção do perfil cromatográfico.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MeOH 10% 

Cromatograma obtido via CLAE-DAD da Fração 8-10 do fracionamento da

 

Estudo químico das flores de I. laurina 

O extrato etanólico das flores de I. laurina (54 mg) foi submetido a cromatografia 

em coluna no modo reverso de eluição utilizando sílica C18 e eluída com MeOH 

10% em água e MeOH 100%. As duas frações obtidas foram analisadas por CLAE

perfil cromatográfico. 
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10 do fracionamento da 

(54 mg) foi submetido a cromatografia 

e eluída com MeOH 

10% em água e MeOH 100%. As duas frações obtidas foram analisadas por CLAE-

MeOH 100% 
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Figura 75. Cromatograma obtido via CLAE-DAD e espectros de UV das frações das 

flores de I. laurina. 

 

A partir da análise dos cromatogramas, verificamos uma mistura complexa de 

compostos fenólicos, e após análise dos espectros de UV dos picos mais resolvidos 

foi possível inferir a presença de ácido gálico, taninos e flavonóides. O 

cromatograma da fração MeOH 100% mostrou um pico majoritário com tempo de 

retenção de 30,0 min, sugerindo ser uma flavona pelas bandas apresentadas no 

espectro de UV. Os espectros de UV de flavonas exibem duas bandas de absorção 

que são comumente referidos como banda I(300-380 nm) e banda II (240-280 nm). A 

análise do espectro de RMN de 1H desta fração mostrou sinais referentes ao 

glicosídeo da flavona apigenina[CD3OD; ᵹH 7,63 (m), 6,92 (2H, d, J8,0 Hz), 6,56 (1H, 

s), 6,46 (1H, d, J 2,4 Hz), 6,23 (1H, d, J = 2,4 Hz), 4,34-089 (m)] e o experimento 

TOCSY permitiu confirmar os acoplamentos entre os hidrogênios do mesmo anel, 

corroborando a estrutura da substância proposta (glicosídeo da flavona apigenina). 

O cromatograma da fração MeOH 10% apresentou uma mistura bastante complexa 

(Figura 74), para a qualnão foi possível inferir a presença de metabólitos conhecidos. 

 

4.4 Estudo químico de Inga edulis 

A espécie Inga edulis foi coletada em dois biomas diferentes: Cerrado (folhas 

e raque foliares) e Amazônia (folhas, raque foliar, sementes, polpa e casca dos 

frutos).  

A fração hexânica do extrato etanólico das folhas da coleta realizada no 

Cerradoforneceu frações ricas em triterpenos e um derivado graxo poli-insaturado.  

A fase butanólica indicou a presença de saponinas, pela formação de espuma e 

através da coloração apresentada com uso do revelador químicoanisaldeído em 

CCD. O fracionamento em CC (sílica derivatizada C18, eluição em H2O/MeOHaté 

MeOH 100%) desta fase originou frações enriquecidas em substâncias fenólicas, 

tais como a fração 5 (4,3 mg)que mostrou a presença de quatro flavonoides.  
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Figura 76. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da Fração 5 do fracionamento 

daFBu das folhas de I. edulis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 77.Espectros de UV obtido via CLAE-DAD dos picos da fração 5 do 

fracionamento daFBu das folhas de I. edulis. 

 

 Através de experimentos de co-injeção com padrões, foi possível identificar 

apenas o pico 2 (tr = 23,7 min) como o flavonoide quercetrina (substância 21).  
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Figura 78. Estrutura da quercetrina (21) 

 

A fase hidrometanólica (400 mg) foi submetida aos mesmos fracionamentos 

cromatográficos. A análise dos cromatogramas indicou a presença do ácido gálico 

na fração 1 (270 mg) como constituinte majoritário. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 79. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da Fração 1 do fracionamento 

daFHa das folhas de I. edulis. 

 

Um estudo prévio comparativo da composição química das folhas e das raque 

foliares desta espécie dos diferentes biomas (Cerrado e Amazônia) realizado por 

CLAE-DAD indicou composição diferenciada. No entanto, o flavonoide observado 

em tr=24min parece ser constante nessa espécie. A presença do ácido galico e do 

seu derivado metilado só foram observados na espécie coletada no Cerrado. 
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Figura 80. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 1 

ml/min)do extrato EtOH das folhas  da espécie Inga edulis coletada na Amazônia (1) 

e no Cerrado (2). 

 

 

Figura 81. Cromatogramas obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min)do extrato EtOH das raque foliares  da espécie Inga edulis coletada na 

Amazônia (1) e no Cerrado (2). 

 

 

4.4.1 Estudo químico da espécie Inga edulis coletada no Bioma Amazônia 

Investigação das antocianinas presentes nas sementes de Inga edulis 

Os tegumentos das sementes de I. edulis possuem coloração roxa e estão 

envoltas por uma polpa branca flocosa. Na literatura avaliada não foram encontrados 

estudos químicos a cerca da composição química desse órgão vegetal, por isso, 

optamos por investigar a presença desses pigmentos  responsáveis pela coloração e 

possivelmente caracterizar através de técnicas analíticas hifenadas e espectroscopia 

de RMN. Porém, estudos botânicos já indicam a presença das antocianinas nos 

cotilédones das espécies de Inga, mas não faz referência a cerca da constituição 

fitoquímica das sementes.Estudos realizados com as folhas de I. punctata indicou  

baixa quantidade de antocianinas. Umaexplicação para a sua presença é que elas 

estão presentes nas folhas para proporcionar foto-protecção, mas não estão 

suficientemente em elevada concentração para transformar as folhas em coloração 

vermelha.  Os autores também sugerem que a presença de antocianinas podem 

impedir o ataque de formigas cortadeiras79. Este dado é de grande importância, uma 
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vez que esta espécie, Inga edulis, apresentou potencial contra formigas cortadeiras 

em ensaios anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa. 

Em estudos realizados com sementes de outras espécies de Fabaceae 

observou-se que a coloração escura presente nos tegumentos desse órgão deve-se 

principalmente a presença de antocianinas. Nos tegumentos do feijão-caupí foram 

identificadas cinco tipos de antocianinas: delfinidina-3-glicosídeo, cianidina-

glicosídeo, petunidina-3-glicosídeo, peonidina-3-glicosídeo e malvidina-3-

glicosídeo72. 

As antocianinas são metabólitos altamente instáveis e suscetíveis a 

degradação, cuja estabilidade pode ser afetada por fatores como pH, temperatura de 

armazenamento, concentração, luz, oxigênio, solventes, presença de enzimas, 

proteínas e íons metálicos 80, 81, 82, 83. 

O cromatograma (figura 82) desta fração monitorado em 254 e 280 nm 

apresentou apenas dois picos no início da corrida cromatográfica, sugerindo a 

presença de duas substâncias de alta polaridade. Com o intuito de detectar as 

antocianinas presentes na amostra realizou-se uma varredura na faixa de 520 nm 

(figura 82), tendo em vista que esta classe de substância possui uma absorção 

máxima observada nas regiões de 500-535 nm 84. 
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Figura 82. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (254 nm) da Fração aquosa obtida 

das sementes de I. edulis. 

Figura 83. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (520 nm) da fração aquosa obtida 

das sementes de I. edulis. 
 O espectro de UV do pico principal (tr = 4,66 min) indicou duas bandas de 

absorção em 275nm e 522 nm,confirmando a presença de antocianinas (As 

antocianinas possuem duas bandas específicas uma em 270nm e a outra em 

520nm).Analisando o espectro de UV de uma antocianina é possivelmente extrair 

importantes informações sobre sua estrutura. 

Diversos estudos mostram que a análise do espectro no UV/VIS fornece 

informações preliminares importantes sobre a estrutura de uma antocianina incluindo 

a natureza da aglicona, a posição do glicosídeo e a presença de ácidos fenólicos71. 

Quando as antocianinas são diglicosiladas é possível prever se estes glicosídeos 

estão na posição 3 apenas, ou estão nas posições 3 e 5 analisando o espectro na 

região de 440nm que apresentam um ombro característico quando os glicosídeos 

estão nas duas posições44. A presença de ácido cinâmico ou um derivado na 

estrutura pode ser prevista analisando a região em 310nm, sendo que uma banda 

intensa nesta região indica que há na molécula este ácido ou algum derivado. 

Porém, a acilação com ácido acético e ácido malônico não apresenta a banda em 

310nm, pois estes ácidos não absorvem na região do ultravioleta 85, 86, 87, 88. Desta 

forma, analisando o espectro de UV da antocianina presente nesta amostra não 

verificamos a presença de ombros em 440 nm, nem bandas em torno de 310 nm. 
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Com isso, inferimos que esta substância não possui glicosídeos nas posições 3 e 5 

simultaneamente e nem tampouco ácido cinâmico ou derivado deste.  

Esta fração foi submetida à análise por Espectroscopia de RMN de 1H, 

Espectrometria de Massas (infusão direta) e LC-MS. 

O espectro de massas obtido por infusão direta mostrou uma imensa 

quantidade de açúcar livre, possivelmente devido à baixa concentração dos 

pigmentos na amostra não foi possível extrair informações relevantes acerca da 

estrutura química da antocianina investigada. Também não foi possível observar o 

pico no espectro de massas referente a essa antocianina devido a baixa 

concentração na amostra em relação aos açúcares livres 

 

Figura 84. Espectro de Massas da fração aquosa obtida das sementes de I. edulis 

 

No entanto, o espectro de RMN de 1H  assim como as informações obtidas 

da análise por CLAE-DAD (tempo de retenção e espectro de UV) forneceu valiosas 

informações sobre a estrutura química desta antocianina. 

A análise do espectro de RMN de 1H (figura 84) mostrou, como esperado, 

uma imensa quantidade de açúcar livre. Esta informação foi obtida com base na 

intensidade dos sinais na região dos açúcares e nas integrais em relação aos sinais 

dos hidrogênios aromáticos.  

Uma análise minuciosa da expansão do espectro de RMN de 1H (figura 85) na 

região dos aromáticos, após integração, mostrou quatro sinaisprincipais. A presença 

de um singleto em δH 8,7 integrando para 1H associado ao H4, dois dubletos em 
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δH7,52 (1H) e 6,66 (1H) com constante de acoplamento em meta (J = 3 Hz), e um 

singleto em δH 7,44(2H) forneceu indícios de um derivado da antocianina delfinidina-

3-glicosídeo. Devido a grande quantidade de açúcares livres, não foi possível inferir 

o número de glicosídeos ligados a aglicona. 

Figura 85. Espectro de RMN de 1H(600 MHz; D2O) da fração aquosa das sementes 

de Inga edulis. 
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Figura 86. Expansão do espectro de RMN de 1H(600 MHz; D2O) da fração aquosa 

das sementes de Inga edulis. 

 

 

 

 

 

 

Figura 87. Esqueleto da antocianina da fração aquosa das sementes de Inga edulis 

A análise do espectro do UV-Vis desta substância (λ(nm): 275/522) condiz 

com os dados da literatura para antocianinas com este padrão de substituição, 

λ(nm): 271/52289. 

Adicionalmente, observou-se a presença de um singleto em δH 9,44, 

característico de H-4 de antocianinas. Porém, não foi possível associar este sinal a 

uma outra estrutura desta classe. 
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Ainda visando a detecção de antocianinas nas sementes de Inga edulis, o 

material vegetal obtido após extração com água foi extraído com metanol. A fração 

metanólica (62 mg) apresentou coloração amarela, foi seca em ar comprimido e em 

seguida analisada por CLAE-DAD nas mesmas condições da fração aquosa.  

Figura 88. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (520 nm) da fração metanólica 

obtida das sementes de I. edulis. 

A análise do cromatograma desta fração em 520 nm mostrou a presença de 

cinco antocianinas. 
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Figura 89. Espectros de UV das antocianinas obtidos via CLAE-DAD (520 nm) da 

fração metanólica das sementes de I. edulis. 

É interessante notar que os cincospicos referente asantocianinas (tabela 10) 

possuem, além das bandas em torno de 270nm e 520nm, (característica principal 

desta classe de substância) uma banda em torno em 330-350 nm sugerindo 

acetilação com ácido cinâmico ou derivado deste na molécula de açúcar.  
 

Tabela 10. Tempos de retenção e comprimentos máximos de absorção das 

antocianinas encontradas na fração metanólica das sementes de I. edulis. 

Tempo de retenção (min) Máximos de absorção (nm) 

14,79 274; 335; 516 

15,32 274; 349; 520 

17,39 271; 335; 530 

18,86 273; 337; 520 

20,16 280; 337; 531 

 

Pesquisas indicam que a presença de grupos acetilados está relacionada com 

a estabilidade do pigmento90. Estudos realizados por MINIATI e 

colaboradores91indicaram que a adição de fenólicos como o ácido gálico, a 

quercetina e a catequina aumentam a estabilidade do pigmento em solução. É 

importante mencionar que estas substâncias foram detectadas nesta fração quando 

analisadas por CLAE-DAD. 

No entanto, as antocianidinas detectadas nesta fração não foram 

caracterizadas devido à baixa concentração em relação aos outros metabólitos 

extraídos nesse solvente. Foram realizadas análises de LC-MS e RMN de 1H, porém 
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não forneceram resultados conclusivos acerca da estrutura química destas 

substâncias. 

 

Investigação dos fenólicos presentes nas sementes de Inga edulis 

A fração aquosa de coloração lilás obtida das sementes de Inga edulis, após 

análise por CLAE-DAD, mostrou outra substância (tr = 4,75 min) coeluindo com a 

antocianina (1). A comparação do espectro de UV junto com o tempo de retenção do 

padrão nos permitiu identificar como sendo o tanino ácido tânico (substância 22) 

(pico 2).  

 

Figura 90. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (254 nm) da fração aquosa obtida 

das sementes de I. edulis. 
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Figura 91. Espectro de UV obtido via CLAE-DAD do pico 2 (ácido tânico) da fração 

aquosa obtida das sementes de I. edulis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 92. Estrutura do ácido tânico (22) 

 

Investigação dos fenólicos presentes nas folhas de Inga edulis 

As folhas de Inga edulis, após secas e moídas, foram extraídas com etanol 

em banho de ultrassom por 20 min. O extrato etanólico (130 mg), preparado em 

pequena escala, foisubmetido a particao com hexano para remoção do material 

lipofílico. A fração metanólica foi analisada por CLAE-DAD (Figura 92). 

Cromatograma obtido via CLAE-DAD (280 nm) da fração metanólica obtida das 

folhas de I. edulis. 

Figura 93. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (280 nm) da fração metanólicado 

extratodas folhas de I. edulis. 
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No entanto, o método empregado não foi eficiente na separação dos 

constituintes químicos da fração, tendo em vista, que as substâncias aromáticas 

extraídas no metanol possuíam polaridade semelhantes e foram observadas nos 

últimos minutos da corrida cromatográfica. É interessante notar, que diferente das 

folhas da coleta realizada no Cerrado não observamos concentração expressiva dos 

taninos, ácido gálico, galato de metila, catequinas e flavonoides glicosilados que, 

são eluídos em uma concentração maior do solvente aquoso no método empregado. 

Uma varredura na região de 400 nm nos mostrou a presença de três compostos 

pertencentes aumdistintinto grupo de substâncias ainda não detectado nas espécies 

estudadas neste trabalho. 

Figura 94. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (400 nm) da fração metanólica 

obtida das folhas de I. edulis. 

 

 

Figura 95. Espectros de UV obtidos via CLAE-DAD dos três picos observados em 

400 nm da fração metanólica obtida das folhas de I. edulis. 
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O espectro de UV dos três picos analisados apresentou além da banda em 

225 nm, uma outra banda em torno de 400 nm, pico 1 (225; 410 nm), pico 2 (225; 

403 nm), pico 3 (225; 409 nm). Possivelmente essas substâncias são pigmentos que 

ocorrem nos tecidos foliares, tais como derivados de carotenóide já caracterizado 

nas espécies de Inga61. Os carotenoides abosrvem luz na região de 400-500 nm do 

espectro visível, cuja característica confere as cores amarela/vermelha a esses 

pigmentos92.  

Foi desenvolvido um método para separação dessas substâncias que se 

mostrou eficiente nesta análise. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura96. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (254 nm) da fração metanólica 

obtida das folhas de I. edulis. 

 O método de eluição empregado nesta análise forneceu uma boa 

sepração dos picos, porém, a análise do espectro de RMN não forneceu 

informações conclusivas a cerca da natureza desse grupo de substâncias com 

absorção em 400 nm. Devido a quantidade de massa da fração e da complexidade 

da mistura não foram conduzidas análises de isolamento no modo preparativo. 
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Figura 97. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (400 nm) da fração metanólica 

obtida das folhas de I. edulis. 

Este grupo de substâncias com absorção em 400 nm, também foi investigado 

em outras partes vegetativas desta espécie. Na fração metanólica das sementes, 

onde foram detectadas as antocianinas, também se observou um pico (tr = 31,59 

min) no cromatograma com este mesmo perfil (λ(nm): 227/397). 

 

Figura 98. Cromatograma obtido via CLAE-DAD monitorado em 280 nm (A) e 400 

(B) da fração metanólica obtida das sementes de I. edulis. 

 

4.5 Caracterização de fenólicos presentes nas sementes de I. edulis através de 

RMN de 1H obtida da análise em LC-SPE-TT 

A fração metanólica das sementes de Inga edulis, apresentou na análise por 

CLAE-DAD, picos bem resolvidos e, após análise de seus espectros de UV verificou-

se que a mesma era constituída principalmente por substâncias fenólicas como 

ácidos orgânicos e flavonóides.  
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Figura 99. Cromatograma obtido via CLAE-DAD monitorado em 280 nm da fração 

metanólica obtida das sementes de I. edulis analisada pela técnica LC-SPE-TT. 

A análise por LC-SPE-TT desta fração (25 mg) nos forneceu 7 subfrações e, 

após obtenção de seus espectros de RMN de 1H (600 MHz)foram caracterizadas 

cinco substâncias. 

 

4.5.1 Análise da fração 1 (pico 1, tr = 27,0 min) 

O espectro de RMN de 1H desta fração apresentou um par de dupletos em δH 

7,40 e δ 6,16 com larga constante de acoplamento (J = 15,6 Hz) tipícos de um 

sistema trans-cinâmico, um duplo dupleto em 6,96 (1H, J = 8,4 e J = 1,8 Hz) 

acoplando em meta com o dupleto em 7,00 (1H, J = 1,8Hz) e em orto com o dupleto 

em 6,77 (1H, J = 8,4 Hz) indicando a estrutura do ácido cafeico (substância 23). 

 

 

Tabela 11.  Dados de RMN 1H para o ácido cafeico (600 MHz, MeOD). 
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Figura 100. Espectro de RMN de 1H(600 MHz) da fração 1 obtida da análise em LC-

SPE-TT da fração MeOH das sementes de I. edulis. 

 

 

 

4.5.2 Análise da fração 2 (pico 2, tr = 28 min) 

O espectro de RMN de 1H da fração 2 apresentou dois dupletos em  δH 7,64 e δ 

6,35 com constante de acoplamento de 16 Hz, integrando para 1H, caracterizando 

um sistema trans-olefinico, dois duplos dupletos em δH 7,56(J = 9,0 e J = 1,8 Hz) e δ 

6,97 (J = 9,0 e J = 1,8 Hz) integrando para 2H e um singleto em δH 3,85 (3H), 

indicando a estrutura do ácido cinâmico substituído em para por uma metoxila 

(substância 24). 
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Tabela 12.  Dados de RMN 1H para o ácido p-metoxicinâmico (600 MHz, MeOD). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posição δH 

7 7,64 (1H, J = 16 Hz) 

2, 6 7,56(2H, J = 9,0 e J = 1,8 Hz) 

3, 5 6,97 (J = 9,0 e J = 1,8 Hz) 

8 6,35 (1H, J = 16 Hz) 

4-OCH3 3,85 (3H, s) 
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Figura 101. Espectro de RMN de 1H(600 MHz) da fração 1 obtida da análise em LC-

SPE-TT da fração MeOH das sementes de I. edulis. 

 

 

Figura 102. Expansão do espectro de RMN de 1H(600 MHz) da fração 2 obtida da 

análise em LC-SPE-TT da fração MeOH das sementes de I. edulis. 

 

4.5.3 Análise da fração 3 (pico 3, tr = 30 min) 

O espectro de RMN de 1H da fração 3 mostrou uma mistura de duas substâncias 

aromáticas e sinais de hidrogênios alifáticos. No entanto, com base nas integrais e 

no espectro de UV obtido da análise em CLAE-DAD foi possível caracterizar a 

substância majoritária como sendo o ácido p-hidroxibenzóico (substância 13) 

através dos pares de dupletos em δH 7,80 (2H, dd, J = 9,0 e 2,4Hz) e δH 6,85 (2H, 

dd, J = 9,0 e 2,4Hz). 
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Figura 103. Espectro de RMN de 1H(600 MHz) da fração 3 obtida da análise em LC-

SPE-TT da fração MeOH das sementes de I. edulis. 

 

 

4.5.4 Análise da fração 4 (pico 4, tr = 32,0 min) 

O espectro de RMN de 1H da fração 4 apresentou uma complexidade de sinais 

na região dos hidrogênios alifáticos, indicando claramente tratar-se de uma mistura 

através da intensidade dos sinais e das integrais. Analisando a região dos 

hidrogênios aromáticos, observamos a presença de dois dupletos e dois singletos. 

Após integração dos sinais constatamos a presença de duas substâncias, na 

proporção de 1:2, aproximadamente. Com base no espectro de UV das substâncias 

aromáticas da mistura, foi possível detectar derivados do ácido benzóico. Os pares 

de dupletos em δH7,89 (d, J = 9,0 Hz) e δH6,95 (d, J = 9,0 Hz) acoplando em orto e 

integrando para 2H, assim como o singleto em 3,90 (s, 3H), típico de metoxila 

aromática,sugeriram a presença do ácido benzóico metoxilado empara. O ácido 4-
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anísico, é um derivado metilado do ácido 4-hidroxibenzóico detectado na fração 

anterior (pico 3).  

 

 

 

 

Figura 104. Espectro de RMN de 1H(600 MHz) da fração 4 obtida da análise em LC-

SPE-TT da fração MeOH das sementes de I. edulis. 

 

4.5.5 Análise da fração 5 (pico 5, tr = 33,0 min) 

O espectro de RMN de 1H da fração 5 apresentou uma complexidade de 

sinais na região dos hidrogênios aromáticos e alifáticos e, por isso não foi 

possível caracterização de nenhuma substância. 

4.5.6 Análise da fração 6 (pico 6) 

O espectro de RMN de 1H da fração 6 mostrou uma mistura de, pelo menos, 

duas substâncias aromáticas e sinais de hidrogênios alifáticos. Com base nos 

tempos de retenção e nos espectros de UV da região em que foi coletada a 

fração, foi possível inferir a presença de um ácido orgânico em mistura com um 

flavonoide. 

1
.9

6

2
.1

7

3
.7

6

3
.2

8

0
.4

2

0
.5

5

2
.0

7

2
.0

0

3
.9
0
0

6
.6
0
16
.6
3
7

6
.9
4
7

6
.9
6
2

7
.8
8
0

7
.8
9
5

OOH

OCH3



145 

 

 

 

 

 

 

Figura 105. Espectro de RMN de 1H(600 MHz) da fração 6 obtida da análise em LC-

SPE-TT da fração MeOH das sementes de I. edulis. 

 

Uma análise minuciosa da região dos hidrogênios aromáticos nos permitiu 

identificar a presença do ácido ferúlico (substância 26) através dos dupletos δH 

7,61(1H) e δ 6,35 (1H) com constante de acoplamento de 16 Hz, caracterizando o 

sistema trans-cinâmico, do duplo dupleto em δH 7,84 (1H, J = 9,0 e J = 1,8 Hz) 

acoplando em meta com o dupleto em δH 6,90 (1H, J = 1,8 Hz) e em orto com o 

dupleto em δH 6,86 (1H, J = 9,0 e J = 1,8 Hz) e da presença do grupamento metoxila 

em δH 3,75 (s, 3H). 
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Figura 106. Espectro de UV e estrutura do ácido ferúlico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 107. Expansão do espectro de RMN de 1H(600 MHz) da fração 6 obtida da 

análise em LC-SPE-TT da fração MeOH das sementes de I. edulis. 

 

O espectro de UV associado a esse pico obtido da análise por CLAE-DAD 
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possivelmente provém de um flavonoide. O singleto em δH 6,6 é característico de H-
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Figura 108. Espectro de UV do flavonoide da mistura da fração 6 obtida da análise 

em LC-SPE-TT da fração MeOH das sementes de I. edulis. 

 

4.5.7 Análise da fração 7 (pico 7, tr = 34,0 min) 

O espectro de RMN de 1H da fração 7 apresentou apenas sinais de hidrogênios 

alifáticos e não foi possível caracterizar seus constituintes químicos.  

 

4.6 Estudos de desreplicação das folhas das espécies de Inga 

4.6.1 Análise por CLAE-DAD 

Os estudos de desreplicação das espécies de Inga iniciaram-se com o 

desenvolvimento de metodologia baseadaem análises por CLAE-DADvisando 

realizar a identificação direta dosmetabólitos secundários presentes nas matrizes 

estudadas (folhas) empregandoexperimentos de co-injeção de padrões autênticos. 

Inicialmente foi realizada a investigação dos extratos EtOH das folhas das três 

espécies em que 5 mg de cada extrato foi dissolvido em uma mistura de MeOH/H2O 

(1:1, v/v), submetido à extração em fase sólida (SPE)para remoção dos interferentes 

e constituintes de baixa polaridade, seguidada injeção de 20 μL emCLAE analítico. 

As análisescromatográficas foram feitas com a utilização de uma coluna RP18 e a 

fase móvel gradiente deMeOH/H2O. Durante a eluição dos componentes químicos 

presentes em cada extrato, o gradiente exploratório de 5-100% de MeOH foi 

empregado na obtenção dos perfis cromatográficos dos extratos. 

As substâncias fenólicas foram identificadas através dos tempos de retenção e 

espectros de UV obtidos pela análise em CLAE-DAD, pela comparação com o tempo 

de retenção de padrões autênticos. 

A presença de substâncias como flavonóides, catequinas, taninos e derivados 

de ácido gálico pode ser detectada com o auxílio do detector DAD realizando 

varredura na faixa espectral de 200-600 nm. Os flavonóides, fenólicos majoritários 

das frações analisadas, apresentam tipicamente duas bandas no espectro de UV, 

referentes aos anéis cinamoíla e benzoíla. O ácido gálico e seus derivados 

apresentam uma única banda intensa em 270 nm. As catequinas exibem no 

espectro de UV uma banda fraca em torno de 280 nm, um ombro próximo de 220 nm 

e máximo entre 205-210 nm.  
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Desta forma, após a obtenção dos cromatogramas das folhas das espécies em 

estudo foi realizada uma varredura em todos esses comprimentos de onda a fim de 

verificar a presença desta classe de metabólitos e, posteriormente caracterizá-los 

através dos experimentos de LC-MS. 

 

 

Figura 109. Cromatogramas obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min, detecção a 254 e 365nm) do extrato das folhas de I. marginata. 

 

Figura 110. Cromatogramas obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) das folhas de I. edulis. 
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Figura 111. Cromatogramas obtido via CLAE-DAD ((C18, gradiente MeOH/H2O, 

fluxo 1 ml/min) das folhas de I. laurina. 

A mistura dos padrões, de concentração igual, foi injetada nas mesmas 

condições cromatográficas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 112. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (254) da mistura dos padrões. 

  

A escolha dos padrões foi baseada na quimiossistemática do gênero Inga. 

Tabela 7.Padrões e seus respectivos tempos de retenção utilizados na análise por 

CLAE-DAD. 
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Tabela 13. Padrões e seus respectivos tempos de retenção utilizados na análise por 

CLAE-DAD.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Através deste experimento foi possível verificar apenas a presença dos 

metabólitos ácido gálico e galato de metila em Inga marginata, do ácido gálico, do 

galato de metila, do ácido protocateuico e da quercetrina na espécie Inga edulis e do 

ácido gálico, galato de metila, ácido p-cumárico e ácido cinâmico na espécie Inga 

laurina. A presença dos outros metabólitos pode não ter sido verificada devido sua 

concentração na amostra das folhas em virtude do sistema empregado na extração 

das substâncias (mistura de MeOH e água) ou pode não ter sido produzida pela 

espécie ou ainda estar presente em quantidade não detectável pelo sistema 

Substância padrão Tempo de retenção (min) 

Quercetina 28,42 

Quercetrina 16,00 

Rutina 24,12 

6-hidroxiflavanona 32,09 

Ácido cinâmico 28,51 

Ácido sinápico 22,01 

Ácido cafeico 18,50 

Ácido vanílico 18,34 

Ácido p-cumárico 21,84 

Ácido chiquímico 24,18 

Ácido clorogênico 16,55 

Ácido 2,4 - hidroxicinâmico 19,40 

Chalcona  35,76 

Triptofano 12,52 

Ácido gálico 9,06 

Ácido protocateuico 14,50 

Galato de metila 18,80 

Ácido benzóico 24,87 

Ácido 2,5-diidroxibenzóico 17,06 

Ácido 2,4-diidroxibenzóico 19,37 

Ácido 3,4-diidroxibenzóico 13,07 

Ácido 4-hidroxi-3-metoxibenzóico 22,24 
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empregado. Por isso, análises por LC-MS foram necessárias a fim de comprovar a 

existência desses metabólitos na amostra analisada. 

 

 

4.6.2 Análise por HPLC-MS 

4.6.2.1 Análise das folhas de I. marginata 

O pico em tr =7,6 min apresentou um íon precursor de m/z 95 [M+H], 217 

[M+Na]. Este dado em conjunto com os dados de seu espectro de UV e tempo de 

retenção permitiram a identificação do ácido ferúlico (MW = 194), identificado 

previamente nas sementes de I. edulis. 

Figura 113. Espectro de massas associado ao pico em tr =7,6 min obdito em modo 

positivo da análise por LC-MS das folhas de I. marginata. 

 

 

 

 

 

 

 

O pico em tr = 14,25 min apresentou um íon precursor de 463 [M-H]. O tempo de 

retenção da substância associada a esse pico e o espectro de UV obtido por CLAE-

UV-DAD são compatíveis com a substância miricetina-3-O-α-raminopiranosídeo 

(miricetrina), previamente caracterizada na espécie I. laurina. 
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Figura 114. Espectro de massas associado ao pico em tr =14,25 min obtido em 

modo negativo da análise por LC-MS das folhas de I. marginata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6.2.2 Análise das folhas de I. edulis 

O pico no tempo de retenção 14,44 min apresentou um íon precursor de 449 

[M+H]. O tempo de retenção da substância associada a esse pico e o espectro de 

UV obtido por CLAE-UV-DAD com padrão autênticosão compatíveis com a 

substância quercetrina (quercetina-3-O-α-raminopiranosídeo) 
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Figura 115. Espectro de massas associado ao pico em tr =14,25 min obtido em 

modo negativo da análise por LC-MS das folhas de I. edulis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6.3 Análise das folhas de I.laurina 
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Figura 116. Espectro de massas associado ao pico em tr =17,0 min obtido em modo 

negativo da análise por LC-MS das folhas de I. laurina. 
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O pico no tempo de retenção 12,35 min apresentou os íons precursores de 631,2 

[M-H] e 541,5 [M-H]. O tempo de retenção da substância associada a esse pico e o 

espectro de UV obtido por CLAE-UV-DAD sugeriram a miricetina-O-(O-galoil)-

hexose em mistura com outro fenólico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6.4 Análise por CCD e GC-MS das frações de baixa polaridade 

A análise por CCD das frações menos polares indicou a presença de 

terpenoides, por isso, foram submetidas à análise qualitativa por Cromatografia em 

Fase Gasosa, CG-FID (Varían model CP-3800 gas chromatograph) usando padrões 

autênticos dos triterpenos α-amirina, β-amirina, lupeol, fridelanol, fridelina, taraxerol 

e ácido oleanólico. Os estudos de desreplicação de triterpenos em desenvolvimento 

com as três espécies de Inga são de extrema importância, a fim de possibilitar a 

comparação da presença destes metabólitos nas diferentes partes do vegetal e 

contribuir para estudos sobreo seu papel no metabolismo secundário do vegetal. 

O extrato etanólico das folhas e das raques foliares das três espécies foram 

previamente analisadas por CCD, a fim de se obter um perfil químico preliminar da 

composição e da semelhança entre as espécies e entre as partes do vegetal. Esta 

análise indicou a presença de compostos fluorescentes (Rf = 0,77; Hex/AcOEt 8:2), 

possivelmente em maior concentracao nas espéciesI. edulis e I. laurina. Os 

compostos derivados graxos poliinsaturados (Rf = 0,95) extraídos dos extratos das 

folhas não foi encontrado nas raques, sugerindo que a função destes metabólitos no 

vegetal possa estarrelacionada com a proteção dos folíolos. 

10 15 20 25 30 35 40
Time, min

12.35

 -Q1: 11.949 to 12.817 min from Sample 13 (Folha_5neg) of Nerilson_org.wiff (...

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z, Da

541.5 631.2

XIC of -Q1: 462.5 to 463.53 Da from Sample 13 (Folha_5neg) of Nerilson_org.w...
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Embora o perfil químico das espécies seja semelhante, alguns compostos 

foram detectados em apenas uma das espécies. Além deste fato, há uma grande 

variação na concentração dos compostos entre as espécies, abrindo perspectivas 

para estudos sobre parâmetros edáficos ou outros que interfiram com a producao 

e/ou armazenamento destes metabólitos.  

 

4.7 Ensaio de Citotoxicidade e genotoxicidade frente às espécies de Inga 

• Citotoxicidade em T98G (glioma humano) das espécies de Inga e análise 

química do material bioativo. 

 

Todos os extratos das partes vegetativas das espécies de Inga foram submetidos 

à análise de citotoxicidade frente às células T98G (glioma humano), utilizando 

doxorubicina como controle positivo.  

Tabela 14. Valores de Dose Efetiva 50 (ED50; µg/mL) obtidos do efeito citotóxico dos 

extratos das partes vegetativas das três espécies de Inga sob as linhagens tumorais 

de glioma humano (T98G). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Observou-se que, com exceção do extrato das sementes de I. aurina e da 

cascas dos frutos da espécie I. edulis, o material vegetal obtido das três espécies de 

Inga não apresentou efeito citotoxico frente a esta linhagem de célula tumoral. As 

sementes de I. laurina também apresentaram potencial antitumoral no ensaio 

realizado frenteàslinhagens tumorais de cancro do cólon humano (HT-29) e foram 

submetidas a procedimentos cromatográficos para caracterização de suas 

micromoléculas. Do estudo das sementes da espécie I. laurina obteve-seuma 

mistura de duas substâncias aromáticas com pronunciado efeito citotóxico. No 

 I.laurina I.edulis I.marginata 

Folhas >20 >20 >20 

Raque foliar >20 >20 >20 

Flores >20 >20 - 

Polpa do fruto >20 >20 - 

Casca do fruto >20 18,6 - 

Semente 14,4 >20 - 
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entanto, mais estudos são necessários a fim de esclarecer quais são as substâncias 

responsáveis por este efeito. 

O extrato das cascas dos frutos (900 mg) de Inga edulis foi submetido a uma 

partição líquido-líquido, fornecendo duas fases de polaridades distintas: hexano (270 

mg) e MeOH (470 mg). As fases de partição obtidas foram avaliadas no mesmo 

bioensaio, e apenas a fase MeOH (ED50 = 12,0 µg/mL) apresentou potencial 

citotóxico. Desta forma, pode-se inferir que as substâncias responsáveis pelo 

potencial antitumoral possuem polaridade mais elevada. A fim de se obter um perfil 

químico de ambas as frações e conhecer melhor a composição química do material 

mais ativo, estas fases foram analisadas por CLAE-DAD nas mesmas condições 

empregadas anteriormente. 

 

 

Figura 117. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (254 e 365 nm, C18, gradiente 

MeOH/H2O, fluxo 1 ml/min,  das fases Hexânica (1) e metanólica (2) obtidas da 

partição líquido-líquido das cascas dos frutos de I. edulis. 

 
A análise do cromatograma da fase mais ativa (MeOH) mostrou elevado teor 

de substâncias fenólicas, com destaque para os flavonoides e ácidos orgânicos. 

Uma análise mais detalhada dos tempos de retenção e dos espectros de UV dos 

picos mais resolvidos em comparação com as substâncias isoladas previamente das 

outras espécies nos permitiu verificar a presença apenas do ácido benzóico (tr = 

24,6 min) e do ácido vanílico (tr = 17,6 min). 
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Figura 118. Ácidos orgânicos identificados na fase metanólica obtida da partição 

líquido-líquido das cascas dos frutos de I. edulis. 

 

É importante ressaltar que na busca de novos agentes anticancer, as 

substâncias fenólicas tem sido apontadas como potenciais candidatos terapêuticos. 

Compostos que possuem esqueleto catecol em sua estrutura (naturais ou sintéticos), 

tem fornecido uma perspectiva estilumante no tratamento de gliomas93, 94. 

Esta fase de partição mostrou-se rica em açúcares livres e, devido a 

quantidade de massa e complexidade da mistura, optou-se por não realizar a 

purificação de seus constituintes. 

 

• Ensaio de genotoxicidade  

Os experimentos de genotoxicidade pelo ensaio do cometa, quemede 

quebras de fita simples e dupla no DNA,demonstraram que os extratos brutos 

foliares avaliados não causam danos genotoxicos. Estes resultados são 

encorajadores, tendo em vista, que os danos ao DNA podem ser nocivos para os 

seres humanos e pode estar relacionado ao desenvolvimento da maioria dos 

tumores malignos, desordens degenerativas, anomalias genéticas, entre outros. 

 

4.8 Perfil químico dos extratos das folhas, frutos e raque foliardas espécies de 
Inga 

Perfil químico das partes do fruto 

As análises do perfil químico dos extratos da polpa e da casca dos frutos da 

espécie Inga laurinaindicam composição química muito semelhante entre ambos.As 

sementes, no entanto, apresentaram composição química diferenciada, visto que 

neste órgão vegetal é esperado encontrar substâncias classificadas como 

OOH OOH

OH

OCH3
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componentes estruturais, materiais de reserva armazenados e produtos 

secundários, além de se observar teores mais elevados de proteínas e lipídios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 119. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) da fração metanólica obtida do fracionamento em XAD 4 da polpa dos 

frutos de I. laurina. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 120.Figura 111. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente 

MeOH/H2O, fluxo 1 ml/min) em XAD 4 das sementes de I. laurina. 
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Figura 121. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) da fração metanólica obtida do fracionamento em XAD 4 das cascas dos 

frutos de I. laurina. 
Comparação da composição química das fases Hexânicas dos extratos das 

folhas das espécies de Inga 

 

A análise por CLAE-DAD possibilitou a avaliação dos perfis químicos dos extratos 

hexânicos das três espécies de Inga, após a etapa de clean up com cartuchos de 

C18. Verificou-se que as espécies possuem perfis químicos semelhantes e que os 

principais picos nos cromatogramas indicam a presença de flavonóides. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 122. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) da fração hexânica das folhas de Inga edulis. 
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Figura 123. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) da fração hexânica das folhas de Inga marginata. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 124. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) da fração hexânica das folhas de Inga laurina. 
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Estudo comparativo por CLAE-DAD da composição química dos extratos das 

folhas e das raques foliares das espécies de Inga 

 

Inga edulis – FOLHA 

Figura 125. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) do extrato EtOH das folhas de Inga edulis. 

Inga edulis– RAQUE FOLIAR 

Figura 126. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) do extrato EtOH das raque foliar de Inga edulis. 
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Inga marginata – FOLHA 

 

Figura 127. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) do extrato EtOH das folhas de I. marginata. 

 

Inga marginata – RAQUE FOLIAR 

 

Figura 128. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) do extrato EtOH da raque foliar de I. marginata 
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Inga laurina– FOLHA 

Figura 129. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) do extrato EtOH das folhas de I. laurina. 

 

Inga laurina – RAQUE FOLIAR 

Figura 130. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H2O, fluxo 

1 ml/min) do extrato EtOH da raque foliar de I. laurina. 
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Uma análise prévia dos cromatogramas dos extratos brutos indicou que o ácido 

gálico e galato de metila foram identificados como constituintes majoritários das 

fases hidrometanólica e butanólica, as quais são também ricas em taninos 

condensados, o que dificultou as análises por CLAE. As frações obtidas do 

fracionamento da fase metanólicado extrato da raque foliar da espécie Ingalaurina 

apresentou picos alargados muito acima da linha de base, indicando possivelmente 

a presença de taninos condensados.Os taninos são substâncias fenólicas de grande 

interesse econômico e ecológico. Estudos revelam que forragens taniníferas 

possuem atividade antihelmíntica, podendo contribuir no controle de parasitas na 

pecuária80. Outra importante propriedade dos taninos é sua atividade antioxidante, 

que esta relacionadoa sua capacidade de quelação de metais de transição, de 

radicais livres, inibição enzimática e ainda a ativaçãode proteínas de 

defesa/destoxificadoras81. 

A substância galato de 2-ramnopiranosil-4,6-diidroxifenila (tr = 23,6 min) foi 

observada nas folhas das três espécies e na raque foliar da espécie Inga marginata. 

Mais estudos são necessários a fim de elucidar o seu papel no vegetal.   
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os estudos realizados com as espécies de Inga(I. edulis, I. laurina e I. 

marginata) permitiram o isolamento e caracterização de substâncias fenólicas e 

terpenoides já descritos na família Fabaceae e obtenção de frações enriquecidas 

com outros metabólitos interessantes.As análises cromatográficas permitiram 

também a seleção de amostras a serem avaliadas por seu potencial antitumoral para 

identificação das substâncias bioativas. 

Os dados de CLAE-DAD analisados em conjunto com os dados deHPLC-MS, 

e comparados com tempos de retenção e absorção no UV desustâncias padrões, 

possibilitaram a caracterização dos perfis flavonoídicosdas três espécies em estudo, 

evidenciando a presença de flavonóides na forma aglicona e heterosídeos, 

catequina, ácido gálico e outros ácidos fenólicos. 

Os estudos realizados através de CLAE-DAD e RMN de 1H com os 

tegumentos das sementes de Inga edulis forneceram valiosas informações a cerca 

da natureza química das antocianinas extraídas nas frações polares. Através dos 

dados de UV obtidos desta análise foi possível inferir a presença de antocianinas 

altamente glicosiladas na fração aquosa e antocianinas com unidades de derivados 

de ácidos cinâmico na fração metanólica, porém em baixa concentração em relação 

aos demais metabólitos. A detecção e caracterização parcial desta classe de 

metabólitos no gênero Inga é de grande relevância quimiossistemática, uma vez que 

poucos metabólitos pertencentes a esta classe de produtos naturais tem sido 

reportados na família Fabaceae.  

A avaliação da bioatividade dos extratos brutos das folhas, raque foliar e das 

partes dos frutos (polpa, casca e semente) das espécies de Inga, bem como de suas 

fases de partição orientou a seleção das frações bioativas para investigação 

fitoquímica detalhada na busca por substâncias antitumorais, gerando frações com 

expressivo potencial citotóxico frente às linhagens de células avaliadas, encorajando 

estudos futuros para o isolamento dos componentes ativos.  

O perfil químico das partes vegetativas das espécies obtido por CLAE-DAD 

indicou composição química semelhante. No entanto, alguns compostos ocorrem em 

apenas uma das espécies. Além deste fato, há uma grande variação na 

concentração dos compostos entre as espécies.  
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Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisacom essas três 

espécies mostraram resultados promissorespara as fases de partição obtidas das 

espécies I. edulis eI. laurinano ensaio de avaliação do potencial inibidor para 

formigas cortadeiras, o que sugere a presença de substâncias com atividade 

inseticida em suas frações. Assim como também mostrou potencial antimalárico para 

espécie Inga edulis e atividade inibitória de AChE no ensaio de bioautografia em 

CCD para aI. marginata.O estudo químico detalhado destas espécies realizado 

neste trabalho torna-se de crucial importância para o entendimento do potencial 

biológico apresentado nestes bioensaios. 

Os experimentos de genotoxicidade pelo ensaio do cometa, que mede 

quebras de fita simples e dupla no DNA, demonstraram que os extratos brutos 

foliares avaliados não causam danos genotoxicos.  

De modo geral, os resultados obtidos neste trabalho corroboram a 

importância de estudos de bioprospecção envolvendo técnicas analíticas 

contribuindo para a exploração racional da biodiversidade com vistas à detecção de 

protótipos bioativos para o desenvolvimento de agentes terapêuticos.  
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