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Fernando Pessoa
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RESUMO

O trabalho descreve a identificação, isolamento, elucidação estrutural de

constituintes químicos de Gomphrena elegans, bem como a avaliação do perfil 

químico e a avaliação das potenciais atividades antineoplásica, alelopática, 

inseticida e antifúngica dos extratos dessa espécie provenientes de coleta realizada 

em março de 2007. As extrações das substâncias orgânicas foram feitas por 

sonicação durante 120 minutos e o sistema de solvente mais favorável foi hexano, 

clorofórmio, metanol e água. Os estudos fitoquímicos dos extratos das folhas, caule 

aéreo, caule submerso e raiz adventícia resultaram na identificação de 54 

substâncias naturais pertencentes a classes distintas e o sal KNO3. A cromatografia 

CG-EM dos extratos hexânicos permitiu identificar 37 substâncias sendo: 14 alcanos 

(pentadecano, hexadecano, heptadecano, octadecano, nonadecano, 3-etil-5-(2-

etilbutil)-octadecano, eicosano, docosano, tricosano, tetracosano, pentacosano, 

hexacosano, heptacosano e nonacosano); 7 alcenos (1-hexadeceno, 1-octadeceno, 

3-eicoseno, 8-metil-1-deceno, 9-eicoseno, docoseno e 1-hexacoseno); 8 ésteres 

(palmitato de metila, palmitato de etila, linoleato de metila, linolenato de metila, 6-

octadecenoato de metila, linoleolato de etila, linolenato de etila e 9-octadecenoato de 

etila); 1 aromático (diisobutil ftalato); 4 terpenos (dihidroactinidiolide, 7,11,15-trimetil-

3-metileno-hexadec-1-eno, laurenan-2-ona e esqualeno); 1 álcool (1-hexadecanol) e 

2 cetona (6,10,14-trimetil-2-pentadecanona e 7,9-di-ter-butil-oxaspiro[4.5]deca-6,9-

dien-2,8-diona). Os extratos clorofórmicos, metanólico e aquoso possibilitaram o 

isolamento de 20 substâncias sendo: 3 esteróides (�- sitostenona, �-sitosterol e 5 -

estigmasta-7,22-dien-3�-ol); 2 terpenos (jatrofona e esqualeno); 6 ésteres (9-

octadecenoato de etila , hexadecanoato de etila, hexadecanoato de metila, 

hexadecanoato de butila, otadecanoato de metila e 8-octadecenoato de metila); 1 

ácido (ácido hexadecanóico); 2 alcalóides (uridina e pirimidina-2,4(1H,3H)-diona); 5 

derivados de C6-C1 (ácido 3-metóxi-4-hidroxibenzóico, ácido p-hidroxibenzóico, 

ácido p-metoxibenzóico, ácido 3,4-dimetoxibenzóico e di-(2-etil)-hexil ftalato) e 1 

derivado de C6-C3 (3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)propenóico). Os extratos aquosos do 

caule aéreo, caule emerso, raiz adventícia e folha exibiram forte atividade 

antifúngica para Cladosporium sphaerospermum na concentração de 100 µg/mL. Os 

extratos hexânicos do caule aéreo e da folha apresentaram inibição moderada e o 

sal KNO3 apresentou forte inibição na germinação de sementes de Lactuca sativa. 



Somente os extratos hexânico e aquoso da folha apresentaram citotoxicidade in vitro 

nas linhagens, HCT-8, SF-295 e MDA-MB-435 pelo método MTT. Todos os extratos 

foram inativos sobre larvas de Aedes aegypti, já sobre adultos de Sitophilus 

zeamais, os extratos clorofórmico do caule aéreo e raiz adventícia e aquosa do 

caule aéreo e folha apresentaram atividade moderada após o décimo dia. As 

análises dos componentes em diferentes estações, depois de realizadas três coletas 

(março e agosto de 2007 e fevereiro de 2008), demonstraram variação significativa 

nos rendimentos dos extratos. Os perfis químicos, obtidos por CG-EM, dos extratos 

hexânicos das três coletas indicaram que as coletas 2 e 3 resultaram em extratos 

mais ricos em esteróides e triterpenos. Os perfis químicos, obtidos por CLAE-AFD,

dos extratos de clorofórmio, metanol e água apresentaram diferença apenas entre 

as intensidades dos sinais cromatográficos. Apesar das substâncias identificadas e 

isoladas serem conhecidas, nenhuma havia ainda sido descrita na espécie G. 

elegans. Portanto, os estudos desse trabalho são um ponto de partida para outros, 

que poderão auxiliar na compreensão sobre a ocorrência, distribuição, regulação da 

biossíntese, bem como em estudos quimiossistemáticos da espécie Gomphrena 

elegans.

Palavras-chave: Gomphrena elegans. Amaranthaceae. Alcano. Alceno. Ésteres. 

Terpeno. Álcool. Cetona. Esteróide. Ácido. Alcalóide. C6-C1. C6-C3. Aedes aegypti. 

Sitophilus zeamais. Cladosporium sphaerospermum. Carcinoma de cólon humano. 

Glioblastoma. Melanoma. 



Abstract

This work describes the identification, isolation and the structure of Gomphrena 

elegans chemical components. It also assesses the chemical profile and potential 

anticancer, allelopathic, insecticidal and antifungal activity of extracts from this 

species, collected in March 2007. Organic compounds were extracted through 

sonication during 120 minutes. The most favorable solvent system was: hexane, 

chloroform, methanol and water. The extracts phytochemical studies (from leaves, 

aerial stem, submerse stem and adventitious root) identified 54 natural substances 

from different classes and the KNO3 salt. Gas chromatography copled with mass 

spectrometry (GC-MS) of hexane extracts identified 37 substances: 14 alkanes 

(pentadecane, hexadecane, heptadecane, octadecane nonadecane, 3-ethyl-5-(2-

ethyl-butyl)-octadecane eicosane, docosane, tricosane, tetracosane, pentacosane, 

hexacosane, heptacosane and nonacosane); 7 alkenes (1-hexadecene, 1-

octadecene, 3-eicosene, 8-methyl-1-decene, 9-eicosene, docosene and 1-

hexacosene); 8 esters (methyl palmitate, ethyl palmitate, methyl linoleate, methyl 

linolenate, 6-octadecenoate methyl, ethyl linoleolate, ethyl linolenate and 9-

octadecenoate ethyl); 1 aromatic (diisobutil phthalate); 4 terpenes 

(dihydroactinidiolide, 7,11,15-trimethyl-3-methylene-hexadeca-1-ene, laurenan-2-one 

and squalene); 1 alcohol (1-hexadecanol) and 2 ketones (6,10,14-trimethyl-2-

pentadecanone and 7,9-di-tert-butyl-oxaspiro[4.5]deca-6,9-dien-2,8-dione). The 

chloroform, methanol and water extracts allowed the isolation of 20 substances, as 

follows: 3 steroids ( -sitostenone, -sitosterol and 5 -Stigmasta-7,22-dien-3 -ol); 2

terpenes (jatrophone and squalene); 6 esters (ethyl 9-octadecenoate, ethyl 

hexadecanoate, methyl hexadecanoate, butyl hexadecanoate, methyl octadecanoate 

and methyl 8-octadecenoate); 1 acid (hexadecanoic acid), 2 alkaloids (uridine and 

pyrimidine-2,4(1H,3H)-dione), 5 derived C6-C1 (3-methoxy-4-hydroxybenzoic acid, p-

hydroxybenzoic acid, p-methoxybenzoic acid, 3,4-dimethoxybenzoic and di-(2-

ethylhexyl) phthalate, and 1 derived C6-C3 (3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl) 

propenoic). The water extracts (aerial stem, submerged stem, adventitious root and 

leaf) showed strong antifungal activity to Cladosporium sphaerospermum at 100 

µg/mL concentration. Hexane extracts (aerial stem and leaf) showed moderate 

inhibition; KNO3 salt showed strong inhibition on Lactuca sativa germination. The 

hexane and aqueous extracts of leaves were the only to show in vitro cytotoxic 



against HCT-8, SF-295 and MDA-MB-435 lineages by MTT assay. All extracts were 

inactive on Aedes aegypti larvae; however, on Sitophilus zeamais adults, the 

chloroform (aerial stem and adventitious root) and water extracts (aerial stems and 

leaves) showed a moderate activity after the tenth day. The compounds analysis in 

different seasons, collected three times (March and August 2007 and February 

2008), showed a significant variation in the extracts yields. The chemical profiles 

(GC-MS) of 03 hexane extracts samples indicated that samples 2 and 3 were richer 

in steroids and triterpenes. The HPLC-PDA chemical profiles of chloroform, methanol 

and water extracts just showed a difference on the chromatographic signals intensity.

Although the isolated and identified substances are already known, no one had yet 

been reported for the G. elegans species. Therefore, this is a starting point for further 

studies, which may assist in understanding the occurrence, distribution, biosynthesis 

regulation, as well as in chemosystematic studies of the Gomphrena elegans

species.

Keywords: Gomphrena elegans. Amaranthaceae. Alkane. Alkene. Esters. Terpene. 
Alcohol. Ketone. Steroid. Acid. Alkali. C6-C1.C6-C3. Aedes aegypty. Sitophilus 
zeamais. Cladosporium sphaerospermum. Human colon carcinoma. Glioblastome. 
Melanoma. 
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Considerações preliminares

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o único 

recurso terapêutico de várias comunidades e grupos étnicos, sendo que o uso de 

plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tão antigo quanto a espécie 

humana (MACIEL et al., 2002). Outro aspecto a ser ressaltado é a quantidade de 

espécies existentes no planeta, sendo a maioria desconhecida sob o ponto de vista 

científico. Das 250 a 500 mil espécies conhecidas, poucas foram estudadas 

fitoquimicamente (CECHINEL; YUNES, 1998). 

A conservação dos recursos genéticos do planeta e sua exploração 

sustentável são de grande relevância e por este motivo vários países do mundo, 

estão adotando programas de bioprospecção, integrando universidades, institutos de 

pesquisas e museus, com a finalidade de descobrir novas moléculas biologicamente 

ativas (DOBSON, 1996; PALMA et al., 2001). Dentre estas, as substâncias com 

atividade farmacológica são as mais procuradas, tanto pela comunidade científica 

mundial como pelas indústrias farmacêuticas. É muito difícil estimar o número total 

de produtos terapêuticos que utilizam formulações originárias de produtos naturais 

das mais diversas origens. Entretanto, acredita-se que cerca de 30% das 

prescrições de medicamentos do mundo ocidental contêm drogas de origem natural, 

sendo que este quadro vem se mantendo constante nos últimos 30 anos (PALMA et 

al., 2001).

Além da importância da descoberta de novas substâncias com atividade 

farmacológica, muitos metabólitos secundários atuam como protótipos na 

elaboração de flavorizantes, fragrâncias, inseticidas, herbicidas, bactericidas, 

fungicidas, nematicidas, que são utilizados tanto na proteção e prevenção de 

doenças em humanos e animais bem como protetores em sistemas agrícolas 

(HARVEY, 1999; CROTEAU et al., 2000). Há, também, um grande interesse da 

indústria agroquímica por biocidas de origem natural que sejam eficientes e seguros 



Introdução                                                                                                                                             37

Talal Suleiman Mahmoud

ao ambiente quando utilizados no combate às pragas ou doenças (DE SANT’ANA, 

2002).

Sabe-se que as plantas são consideradas fontes inesgotáveis de metabólitos 

secundários. Sendo conhecidas mais de 200.000 substâncias, número este que 

representa 10% do total dos possíveis metabólitos existentes na natureza (DIXON; 

STRACK, 2003). Suas estruturas moleculares, funções e usos foram pouco 

explorados. Estas substâncias geralmente, não fazem parte do metabolismo básico, 

entretanto são essenciais para a planta, interagindo na mediação planta-inseto, 

planta-planta e planta-microorganismo, atuando em aspectos tais como cor e 

fragrância das flores, paladar e coloração dos alimentos, além de resistência contra 

pragas e doenças (DIXON, 2001).

Estima-se que uma grande quantidade de espécies de plantas brasileiras,

com algum estudo químico ou biológico, possua um potencial econômico para a 

identificação e exploração de novos fármacos (CORDELL, 1995). A atual situação 

de extinção da biodiversidade no Brasil pode causar não somente a perda de fontes 

valiosas de substâncias com propriedades terapêuticas, importantes para a 

humanidade, mas também, do conhecimento dos interessantes processos 

enzimáticos que ocorrem nas plantas e seu posterior uso nos estudos biossintéticos 

sobre novos produtos naturais (GRANJA et al., 1999). 

A pesquisa na área de produtos naturais que está relacionada com a 

descoberta de substâncias com atividade biológica tem, na maioria sua maior 

parcela, a fase fitoquímica monitorada através do uso de bioensaios simples, 

rápidos, seletivos e de baixo custo, que permitem uma seleção racional de produtos 

bioativos a serem submetidos posteriormente a ensaios mais específicos. O trabalho 

químico biomonitorado vem sendo utilizado como uma alternativa muito eficiente, 

para a prospecção de fármacos e agroquímicos potenciais, nas pesquisas que 

buscam metabólitos secundários ativos (CORDELL, 1995). 

Considerando a importância que representam os estudos de espécies 

vegetais, aliados à carência de informações sobre suas composições químicas e 

seus potenciais efeitos citotóxicos, fungicidas, inseticidas e alelopáticos, nosso 

grupo de pesquisa desenvolve estudos com espécies do Cerrado e Pantanal Sul 

Matogrossense, com o objetivo de obter essas informações. Portanto neste trabalho 

foi estudado a espécie Gomphrena elegans Mart. var. elegans pertencente à família 
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Amaranthaceae, fundamentados na sua resposta diferenciada em determinados 

nichos ecológicos. 

1.2 A família Amaranthaceae

A família Amaranthaceae, da ordem das Caryophyllales (JUDD et al., 2002) 

tem aproximadamente 170 gêneros e 2.000 espécies, distribuídas nas regiões

tropicais, subtropicais e temperadas das Américas e África. Para o Brasil são citados 

20 gêneros nativos e aproximadamente 100 espécies (SOUZA; LORENZI, 2005).  

Os representantes da família apresentam hábito variado, sendo 

predominantemente ervas, subarbustos, arbustos ou trepadeiras, anuais ou perenes 

(SIQUEIRA, 2002; SOUZA; LORENZI, 2005). As folhas são opostas ou alternas, 

glabras ou pilosas, sem estípulas. Inflorescências capituliformes. As flores são 

pequenas, perigônio amarelado ou esverdeado, constituído de sépalas escariosas, 

hialinas, secas, glabras ou pilosas, caducas ou persistentes, livres ou soldadas. 

Possuem brácteas escariosas, na base do perigônio. Estames livres (Amaranthus), 

ou concrescidos em tubos estaminal curtos (Chamissoa), e longo (Pfaffia, 

Gomphrena, Alternanthera). Anteras bitecas (Amaranthus, Chamissoa), ou 

monotecas (Alternanthera, Gomphrena, Pfaffia), lineares ou oblongas; ovário 

bicarpelar, súpero, unilocular ou pluriovulado (Celosia); estilete curto ou longo;

estigma bífido ou capitado; e frutos na forma de cápsulas (BARROSO et al., 2002). 

São encontrados em diversos tipos de ambientes, tais como campos 

rupestres, cerrados, beiras de matas, restingas, terrenos baldios e áreas cultivadas, 

sendo mais comuns em ambientes abertos, embora algumas espécies sejam 

encontradas no interior de florestas, principalmente em áreas perturbadas 

(SIQUEIRA, 2002; SOUZA; LORENZI, 2005).

Levantamento bibliográfico sobre a constituição química de Amaranthaceae

mostra uma baixa diversificação de classes de metabólitos secundários: fafosídeos, 

saponinas (SHIOBARA et al.,1993); ecdisteróides (NISHIMOTO et al., 1987);

esteróides, fafosídeos (TAKEMOTO et al., 1983; NAKAI et al., 1984; NISHIMOTO et 

al., 1984); fafosídeos, ecdisteróides (SHIOBARA et al., 1992); triterpenóides, 
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protoalcalóides, e flavonóides (FERREIRA; DIAS, 2004) e betacianinas (CAI et al., 

2001), alcalóides poliamídicos (MARTIN-TANGUY et al.,1978).

Consideradas essas informações, embora a família Amaranthaceae possua 

uma quantidade relativamente grande de gêneros, apenas um número limitado de 

espécies nos gêneros tem sido estudadas quimicamente e dentre deste o gênero 

Gomphrena Mart. Este apesar de ser o segundo maior da família em número de 

espécies (HANDRO, 1964), não tem os extratos brutos ou compostos isolados de 

suas espécies estudados exaustivamente, com poucos trabalhos disponíveis na 

literatura, sob o ponto de vista químico e farmacológico. 

1.3 Gênero Gomphrena Mart.

O gênero Gomphrena Mart., possui aproximadamente 120 espécies

(SALVADOR et. al., 2004). No Brasil ocorrem 46 espécies do gênero Gomphrena

sendo 19 delas no Cerrado (SIQUEIRA, 1984; 1992). 

O gênero constitui-se de arbustos eretos, decumbentes, com sistemas 

subterrâneos geralmente desenvolvidos. Os caules são nodosos, geralmente 

ramificados, lisos ou estriados, glabras ou pilosos. As folhas apresentam-se inteiras 

ou reduzidas, rosuladas, opostas ou alternas; ovadas, lineares, lanceoladas, 

oblongas, subcordadas, obovadas ou espatuladas; base atenuada, obtusa ou semi-

virgada; ápice agudo, acuminado, obtuso ou apiculado; sésseis, ou pecioladas, 

nervura central proeminente, glabras ou pilosas. Possuem brácteas, perigônio 

amarelado, róseo, vermelho-amarelado ou amarelo enegrecido. As flores 

apresentam, cinco sépalas soldadas somente na base, ovário bicarpelar, ovado, 

oblongo ou turbinado, uniovulado, estilete semi-alongado curto; estigma bífido, 

capitado ou bilobado, linear, cilíndrico ou crasso, papiloso ou piloso (SIQUEIRA, 

1989).

Algumas espécies de Gomphrena são utilizadas na medicina popular como

por exemplo, G. arborescens L., G. globosa L., G. leucocephala Mart., G. mollis 

Mart., G. vaga Mart. e G. pohlii Moq., sendo normalmente empregadas contra 
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infecções nas vias respiratórias e como febrífugas ou tônicas, com utilização, 

principalmente das raízes (SIQUEIRA, 1992). 

Por suas variadas propriedades biológicas, algumas das espécies deste 

gênero estão sendo investigadas. Magalhães et al. (1986), realizaram estudo 

botânico (anatômico), farmacoquímico e ensaios biológicos quanto a ação antiviral e 

hemolítica com G. officinalis e identificaram a presença de heterosídios antociânicos, 

saponinas, taninos, esteróides e flavonóides, além de açúcares redutores. Estudos

semelhantes, farmacoquímicos, realizado por Andre et. al. (2003), na espécie G. 

globosa identificaram, no extrato hexânico, a presença dos esteróides estigmasterol, 

sitosterol e campesterol, enquanto que nos extratos diclorometânico identificaram os 

triterpenos taraxerol, epitaraxexol e taraxenona e o ácido 3,4-dimetilbenzóico. No 

extrato metanólico identificaram a presença de alantoína, adenosina e um 

flavonóide.

Oshawa e Oshawa (2001) testaram e evidênciaram a atividade inseticida nos

extratos de Gomphrena globosa (L.), sobre Plutella xylostella (L.) e Crocidolomia

binotalis (Zeller). Outro exemplo de eficácia com extratos de G. boliviana

apresentaram atividade sobre um largo espectro de espécies de bactérias (POMILIO

et al., 1992). 

Vários trabalhos têm demonstrado que o gênero Gomphrena apresenta 

atividade antitumoral, possivelmente associada à produção de saponinas e 

fitoecdisteróides como relatado por Young et al. (1997), que das raízes de G. 

macrocephala isolaram saponinas (Figura 1). Kuroda et al. (2006) isolaram das 

raízes dois triterpenos do tipo oleanano e um do tipo taraxenona (Figura 1).

Savchenko et al. (1998) testaram extratos de órgãos de sete espécies do gênero 

Gomphrena spp., e identificaram a presença de seis fitoecdisteróides (Figura 2).
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Figura 1. Substâncias isoladas da espécie Gomphrena macrocephala.
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Figura 2. Fitoecdisteróides encontrados em várias espécies do gênero Gomphrena ssp.

Quanto a identificação das substâncias químicas presentes no gênero 

podemos ainda destacar o realizado por Heuer et al. (1992), que isolaram, dos

extratos obtidos dos órgãos no período de floração da G. globosa, três betalaínas 

(Figura 3).

Figura 3. Betalaínas isolada na espécie Gomphrena globosa.
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Martin-Tanguy et al. (1978) identificaram, também, no período de floração,

nos extratos dos órgãos de G. globosa,  alcalóides poliamídicos (Figura 4). Ferreira

e Dias (2004) isolaram em G. claussenii Moq., triterpenos, flavonóides, 

isoflavonóides e protoalcalóides (Figura 5).

Figura 4. Alcalóides poliamídicos obtidos em espécies do gênero Gomphrena Globosa.
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Figura 5. Substâncias isoladas da espécie Gomphrena claussenii Moq.
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1.4 Gomphrena elegans

A distribuição de G. elegans é restrita à América do Sul tropical e subtropical 

(POTT; POTT, 1994) sendo encontrada atualmente em países como Uruguai, 

Paraguai, Peru, Argentina e Brasil (LEÓN et al., 2006).

No Pantanal, G. elegans (Figura 6) é encontrada como macrófita aquática 

semi-submersa em rios e campos inundáveis com água corrente e alto nível de 

nutrientes, em solo argiloso e no rio Sucuri é encontrada como uma macrófita 

aquática submersa. É uma espécie herbácea de caule cilíndrico, com nós e entrenós

evidentes (POTT; POTT, 2000a), apresenta pecíolo côncavo convexo, tricomas 

tectores pluricelulares ramificados e colênquima descontínuo, sendo o sistema 

vascular na região mediana com nove feixes colaterais. As folhas de G. elegans são 

simples, curto-pecioladas e com filotaxia oposta cruzada. O limbo apresenta forma 

ovada, ápice agudo, base obtusa e margem inteira e venação. A face adaxial possui 

tricomas esparsos e face abaxial pilosa (MUSSURY et al., 2006). Segundo Scremin-

Dias et al. (1999), a espécie G. elegans Mart. var. elegans (Amaranthaceae), 

ocorrente no Rio Sucuri, devido às ações provocadas pelo homem, passou a 

colonizar o leito do rio, representando 40,6 % de sua cobertura vegetal, sendo que 

em algumas áreas chega a cobrir 90% da superfície (POTT; POTT, 2000b). 

Diversos gêneros da família Amaranthaceae são considerados invasores e 

suas estratégias de ocupação do espaço são bem conhecidas (LORENZI, 2000). 

Estudos realizados por Lino et al. (2003) no rio Sucuri, mostraram que G. elegans 

coloniza rapidamente clareiras abertas em meio à vegetação aquática, devido ao 

rápido crescimento por expansão lateral dos ramos, recobrindo rapidamente as 

diferentes macrófitas aquáticas que haviam recolonizado a clareira. A Figura 6 

mostra detalhes da planta que ocorre no Rio Sucuri.

Devido à sua alta capacidade de sobrevivência e reprodução, competindo 

com sucesso com outras espécies aquáticas, é provável que G. elegans possua o

potencial genético para produzir compostos com atividade biológica, além de 

substâncias de defesa contra herbívoros. 

Gomphrena elegans merece destaque pela escassez de estudos tanto de sua 

composição química quanto das suas atividades biológicas.
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Figura 6. A - Detalhe da folha e caule emerso de Gomphrena elegans. B - Detalhe do caule 
submerso e raiz adventícia de Gomphrena elegans. C - Banco de macrófitas aquáticas, com 
predomínio de G. elegans no leito do rio Sucuri (Foto: Paulo Robson de Souza).
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1.5 Considerações sobre os métodos utilizados no isolamento de produtos 
naturais 

O estudo de produtos naturais de origem vegetal, segundo a tradição, é 

realizado com a utilização de métodos de isolamento e purificação de substâncias, 

associadas com as principais técnicas espectrométricas e espectroscópicas de 

identificação, como por exemplo, a espectrometria de massas (EM), a ressonância 

magnética nuclear (RMN), ultravioleta (UV) e o infravermelho (IV) (ROBARDS, 

2003). 

As etapas envolvidas nos processos de obtenção de substâncias são lentas, 

exigem grandes volumes de solventes orgânicos e praticamente inviabilizam um 

possível processo de automação (LANÇAS, 2004). A associação de técnicas 

empregadas na fase de caracterização torna a identificação dessas substâncias uma 

etapa de custos elevados, e na maioria das vezes não permite afirmar 

antecipadamente a estrutura da substância. Além do mais as quantidades de 

material puro obtidas normalmente são muito pequenas. 

A dificuldade encontrada na identificação e quantificação dos metabólitos 

secundários, detectados ou isolados prejudica também a possibilidade de que se 

possa estabelecer uma possível relação entre a composição química e a atividade 

biológica quando observada; nem sempre o metabólito secundário isolado ou 

presente em maior quantidade é o responsável pela atividade biológica, ele pode tão 

somente ser aquele cuja técnica aplicada permitiu seu isolamento.

A padronização dos extratos é outro ponto importante, devendo ser  

observada a relação entre a massa de material vegetal e a massa de extrato obtido, 

ou seja, quanto em peso foi inicialmente utilizado da planta seca para fornecer uma 

determinada massa de extrato seco. Normalmente, uma planta seca, após extração 

e filtração fornece um extrato líquido que, submetido à evaporação fornece uma 

quantidade de material sólido (sem adição de excipientes) na proporção de cerca de 

30%, havendo casos em que a variação vai de 5-50% segundo a solubilidade dos 

seus metabólitos (GREGÓRIO et al., 2006) no solvente extrator. Por exemplo no 

caso dos 50%, a relação material vegetal-extrato é de 2:1, representando que foram 
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necessários 2 quilos da planta seca para fornecer 1 quilo de extrato seco

(GREGÓRIO et al., 2006). 

A maioria das análises, que envolvem amostras complexas, requer várias 

etapas de manipulação antes de se chegar à identificação e ou a medida da 

concentração de um ou mais analitos de interesse (SKOOG et al., 1996).

Dentre as várias etapas envolvidas na análise de amostras complexas, 

principalmente aquelas de fontes vegetais, as que mais se destacam são: extração 

(TREUTTER, 1988), pré-tratamento (SUÁREZ et al., 1996; SCHÜTZ et al., 2004), 

pré-concentração, ajuste de concentração entre outras (SUN et al., 1998; 

ROBARDS, 2003). 

As etapas de pré-tratamento e ajustes de concentração geralmente são as 

que mais consomem tempo e são as que mais podem causar erros críticos quando 

não bem elaboradas e executadas.

Uma etapa de pré-tratamento é fundamental para eliminar compostos 

indesejáveis e que fazem parte da constituição da matriz, principalmente aqueles 

presentes em extratos vegetais e matrizes biológicas, como por exemplo, clorofila e 

proteínas, que podem interferir no método analítico a ser executado. Além do mais, 

a etapa de pré-tratamento é fundamental quando se deseja preservar a integridade 

da instrumentação usada, por exemplo, quando o objetivo é trabalhar em CLAE,

usando fase reversa na avaliação de matrizes que apresentam grande quantidade 

de material lipofílico (WELLUM; KIRBY, 1981).

Uma forma de tentar solucionar ou minimizar os problemas anteriormente 

mencionados é empregar técnicas cromatográficas de separação, que consistem da 

separação dos componentes de uma amostra pela distribuição entre duas fases uma 

estacionária e uma móvel. A amostra é introduzida e conduzida pela fase móvel 

(líquida ou gasosa). Durante a passagem da fase móvel através da fase estacionária 

(líquida ou sólida), os componentes da amostra são distribuídos entre as duas fases, 

de tal forma que, cada um deles é seletivamente retido pela fase estacionária. 

(PECSOK; SHIELDS, 1968; EDWARDS, 1970; COLLINS, 1988; JAMES, 1995; 

COLLINS et al., 2006).

Dentre as técnicas cromatográficas podemos citar a cromatografia gasosa 

acoplada com espectrometria de massas (CG-EM) e cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE)
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A CLAE recebe este nome devido ao fato da fase móvel utilizada ser um 

líquido que é impulsionado através da coluna (empacotada) com auxílio de bomba 

que gera pressão (COLLINS, 1988; SKOOG et al., 2002; COLLINS et al., 2006). Os 

principais componentes de um cromatógrafo líquido são: bomba, sistema de injeção 

de amostras, coluna cromatográfica, detector e registrador (COLLINS, 1988; 

SKOOG et al., 2002; COLLINS et al., 2006). Neste tipo de cromatografia o 

mecanismo de separação se faz pela cromatografia líquido-sólido ou por adsorção, 

na qual ocorre competição entre as moléculas da amostra e da fase móvel, para 

ocupar os sítios ativos na superfície da fase estacionária (COLLINS et al., 2006). À 

CLAE podem ser acoplados equipamentos ou detectores que permitam a 

determinação de vários compostos. O detector UV-visível mede a quantidade de luz 

absorvida durante a passagem do eluente por uma pequena célula de fluxo colocada 

no caminho óptico do feixe de radiação. Desta forma, este detector é específico para 

compostos que absorvem luz no ultravioleta (SKOOG et al., 2002; COLLINS et al., 

2006). 

A CG-EM recebe este nome devido ao fato da fase móvel (também chamada 

de gás de arraste) utilizada ser um gás (SKOOG et al., 2002; COLLINS et al., 2006).

Os principais componentes de um cromatógrafo gasoso são: sistema de gases, 

sistema de injeção da amostra, forno da coluna, coluna cromatográfica, detector e 

registrador (SOARES, 2006). Na CG, por partição, o mecanismo de separação se 

faz pela partição gás-líquido que é baseada nas diferentes solubilidades dos 

componentes da amostra na fase estacionária (EDWARDS, 1970; CIOLA, 1973;

SOARES, 2006). A CG é uma técnica utilizada na separação de substâncias 

gasosas ou volatilizáveis. A volatilidade dos compostos pode ser conseguida 

aumentando a temperatura no local de injeção da amostra e na coluna, ou 

derivatizando os compostos em outros, mais termicamente estáveis e menos polares 

(COLLINS, 1988; SOARES, 2006).

A derivatização é particularmente utilizada na CG para a análise de 

substâncias de alta massa molecular ou contendo grupos funcionais fortemente 

polares, a fim de evitar sua decomposição por aquecimento. Neste procedimento, 

ocorre a transformação da substância de interesse, em um derivado com 

características adequadas para ser analisada, ou ainda, introdução de grupos 
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específicos aumentando a detectabilidade da substância (EDWARDS, 1970; CIOLA, 

1973; COLLINS, 1988; SKOOG et al., 2002; COLLINS et al., 2006; SOARES, 2006). 

O cromatógrafo gasoso pode ser acoplado a equipamentos ou detectores que 

permitam a determinação seletiva de várias classes de substância (COLLINS, 1988; 

SKOOG et al., 2002).

Assim, as técnicas cromatográficas permitem uma rápida tipificação da 

composição da matriz vegetal estudada, com base nos tempos de retenção e/ou 

propriedades espectroscópicas e espectrométricas todas associados às 

características intrínsecas de cada substância presente, tais como polaridade, 

massa molecular, entre outras (SNYDER et al., 1997, ARDREY, 2003). Na maioria 

das vezes, a resposta obtida pelo detector permite a identificação inequívoca de 

metabólitos secundários presentes na matriz (ARDREY, 2003), que posteriormente 

podem ser quantificados com o uso de técnicas de calibração variadas, como por 

exemplo, adição de padrão, padrão externo e/ou padrão interno (ROBARDS, 2003).

Uma vez isoladas as substâncias, a utilização de dados espectrométricos de 

RMN, IV e EM, obtidos na literatura para substâncias conhecidas e a utilização de 

bibliotecas especializadas, auxiliam muito na sua identificação. Como já citado 

antes, existe uma grande quantidade de substâncias de origem naturais conhecidas,

e novas estruturas, juntamente com seus espectros de RMN, IV e EM, estão sendo 

publicadas numa proporção de cerca de 10.000/ano (DICTIONARY, 1999). 
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2 OBJETIVOS 

Este trabalho teve como objetivo:

2.1 Geral

Contribuir para o aumento do conhecimento sobre a composição química e 

atividade biológica de Gomphrena elegans (Amaranthaceae), espécie aclimatada no 

Rio Sucuri, Município de Bonito em Mato Grosso do Sul.

2.2 Específicos

a) Investigar os principais constituintes químicos presentes em Gomphrena 

elegans (Amaranthaceae), utilizando técnicas cromatográficas de separação e 

de elucidação estrutural;

b) Avaliar as atividades biológicas empregando ensaios (antineoplásico, 

alelopática, inseticida e antifúngica) dos extratos obtidos de Gomphrena 

elegans (Amaranthaceae);

c) Analisar os perfis cromatográficos dos extratos obtidos das três coletas 

realizadas neste estudo da espécie G. elegans.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Procedimentos experimentais gerais (especificações de materiais, 
instrumentos, reagentes e métodos utilizados)

1. A moagem do material vegetal foi realizada em moinho de facas tipo Wiley. 

Os solventes orgânicos utilizados para obtenção de extratos e fracionamentos 

foram das marcas Merck ® (P.A.), Quimex ® (P.A) e J. T. Baker ® (grau de 

pureza CLAE). A água utilizada foi destilada e deionizada (resistividade 

mínima de 18,2 M °C). As soluções foram concentradas em 

evaporador rotativo (Buchi TM R-114), sob pressão reduzida.

2. Nas análises por CCD (cromatografia em camada delgada) foi utilizada sílica 

gel 60 G (Merck ®) e para a CCDP (cromatografia em camada delgada 

preparativa) sílica gel 60 PF254 (Merck ®, 90% < 45 µm). As placas foram 

preparadas aplicando-se uma suspensão de sílica em água destilada, na 

proporção de 1:2 (p/v) sobre placas de vidro de 5, 10 e 20 x 20 cm, obtendo-

se 0,10 e 0,75 mm de espessura de adsorvente, para CCD e CCDP 

respectivamente. As placas foram deixadas em repouso por cerca de 6 a 8

horas à temperatura ambiente e depois ativadas em estufa a 100 ºC por 12 

horas.

3. Como reveladores para CCD foram utilizados: irradiação na região do 

ultravioleta em 254 e 366 nm (Chromatovus), vapores de iodo, solução de 

sulfato de cério IV em ácido sulfúrico concentrado e solução metanólica de 

anisaldeído em ácido sulfúrico seguido de aquecimento em estufa. 

4. Para CC (cromatografia em coluna) foram utilizadas: sílica gel 70 – 200 µm

(Acros ®), sílica gel 35 – 70 µm (Acros ®), sílica de fase reversa LiChroprep 

RP-18 15 – 25 µm (Merck ®) e gel polimérico LH 20 (Sephadex TM).

5. O pré-tratamento das amostras para injeção em CLAE foi realizado em 

cartucho preenchido com sílica de fase reversa (C18), seguido de filtração em 

membrana de polivinilideno (PVDF) com 0,20 µm ou 0,45 µm (Sigma TM) de 

dimensão de poro. As soluções das amostras foram acondicionadas em vials 
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de 2,0 mL. O pré-tratamento das amostras para injeção em Cromatógrafo 

Gasoso (CG) foi realizado obtendo-se uma alíquota de 10,0 mg dos extratos 

hexânicos oriundo da folha, caule aéreo, caule submerso e raiz adventícias 

que foi dissolvida em acetona (1,0 mL) seguida de filtração em membrana de

politetrafluoretileno (PVFE) com 0,22 µm (Gelman ®) de dimensão de poro e 

acondicionada em vials.

6. As análises por CLAE foram feitas utilizando um cromatógrafo Shimadzu TM

(LC-10A) com bomba binária (LC-8A), controlador (SCL-10Avp), detector 

UV/VIS variável Shimadzu TM (SPDV-6AV) com arranjo de fotodiodos (AFD). 

Foram utilizadas colunas Phenomenex ® Luna ® C18 analítica (250 x 4,60 

mm, com 5 µm de tamanho de partícula) e preparativa (250 x 21,20 mm, com 

10 µm de tamanho de partícula). Os cromatogramas foram adquiridos em 254 

nm.

7. Os espectros de massas foram obtidos através do método de cromatografia 

gasosa acoplada à espectrometria de massa (CG-EM) em um aparelho 

Shimadzu TM (QP-5050A). Condições programadas no aparelho: coluna 

capilar de DB-1 (dimetil-polisiloxano) com 30 m de comprimento e 0,25 mm de 

diâmetro interno; gás de arraste: Hélio (1 mL/min); programa: 50-295 ºC a 2 

ºC/min e, depois, 295 ºC a 20 ºC/min; temperatura do injetor: 280 ºC; modo de 

injeção: 0,1 µL, split 1:21.

8. Os espectros de ressonância magnética nuclear (RMN) foram adquiridos nos 

espectrômetros: Bruker TM DPX-300 operando a 300 MHz para 1H e 75 MHz

para 13C e Varian TM INOVA 500, operando a 500 MHz para 1H e 125 MHz 

para 13C. O padrão interno utilizado como referência foi tetrametilsilano (TMS) 

e os solventes deuterados (CDCl3, CD3OD e Piridina-D5) empregados foram 

da marca Sigma-Aldrich TM.

9. As análises de XPS (X-Rays Photoelectron Spectroscopy - Espectroscopia 

Fotoelétrica de Raios-X) foram realizadas usando um Sistema Modular de 

Ultra-Alto Vácuo (UNI-SPECS UHV Surface Analysis System) e os espectros 

obtidos por uma fonte de excitação com radiação de Al (alumínio) e K 

(potássio) [1486,6 eV] operando a 250 W (10 kW). A faixa de intervalo 

inicialmente estudada foi de 0 (zero) a 1100 eV com um tempo de retenção de 

0,5 s, energia de passo de 50 eV em ciclos de 0,4 eV. Para as análises de 
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alta resolução, o número de varreduras foi aumentado, e a energia de passo 

usada foi 10 eV em ciclos de 0,05 eV com tempo de retenção de 1 s.

10. As frações analisadas em modo analítico foram submetidas à CLAE em fase 

reversa, utilizaram coluna Phenomenex ® Luna ®C18 (250 x 4,60 mm, 5 µm), 

utilizando-se como eluentes misturas MeOH/H2O com detecção a 254nm.

11. As frações analisadas em modo preparativo foram submetidas à CLAE em 

fase reversa utilizando coluna Phenomenex ® Luna ®C18 (250 x 21,20 mm, 

com 10 µm de tamanho da partícula), utilizando-se como eluentes misturas

MeOH/H2O com detecção a 254nm.

12. Equipamento de ultrassom (Thornton ®, mod. T 50), com potência de 120 W, 

freqüência de 40 KHz e intensidade de radiação de 0,27 W cm-2 foi utilizado 

para as extrações ultrassônicas dos órgãos da espécie G. elegans. As 

dimensões do banho de ultrassom usado foram de 30 cm x 50 cm x 20 cm. 

Utilizaram-se erlemeyers de 250 mL e 2000 mL. A água do banho foi mantida, 

a uma temperatura de 25 °C ± 5 °C, para evitar possível influência no 

processo de extração.

13. Os processamentos dos sinais de RMN unidimensionais (1H, 13C) e 

bidimensionais (HMQC e HMBC) foram realizados com os programas 

SpinWorks 2.5.5 ou MestReNova versão 6.0.2-5475.

14. A coleta e obtenção dos extratos foram realizadas de acordo com o 

fluxograma na Figura 7.
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Figura 7. Fluxograma dos procedimentos para obtenção dos extratos.

3.2 Coleta e identificação do material

Foram coletadas, folhas, caule submerso, caule aéreo e raiz adventícia, de G. 

elegans Mart., que em seguida foram armazenadas à temperatura ambiente em 

sacos plásticos durante o transporte até o local de trabalho.

A Primeira coleta (Col1) da espécie foi realizada em 28 de março de 2007 no 

Rio Sucuri (21�15´36,4”S e 56�32´58,1”W), no município de Bonito/MS, a segunda 

coleta (Col2) foi realizada dia 06 de agosto de 2007, a terceira coleta (Col3) foi 

realizada em 8 de fevereiro de 2008. Exemplares botânicos foram amostrados e a

exsicata correspondente foi identificada pela taxonomista Msc. Leila Carvalho da

Costa, encontrando-se depositada e registrada no Herbário CGMS sob n°17.715.



Parte Experimental                                                                                                                                56

Talal Suleiman Mahmoud

3.3 Padronização da obtenção dos extratos

3.3.1 Padronização da extração 

O método selecionado para este estudo comparativo de desempenho foi o

ultrassom. Os solventes foram: etanol, etanol/água 50:50 (v/v), 

clorofórmio:água:metanol 33:33:34 (v/v) e sistema utilizando um único solvente 

(hexano, clorofórmio, metanol e água), seguido de avaliação qualitativa por CCD.
Para a avaliação da metodologia extrativa levou-se em conta, o rendimento 

em extrato seco e a economia de tempo.

Os materiais da G. elegans Mart., folhas (GF), caule aéreo (GA), caule 

submerso (GS) e raiz adventícia (GR) foram separados e devidamente

denominados. As amostras, separadamente, foram secadas em estufa com 

circulação de ar a 40 ºC durante 72 h, e posteriormente pulverizadas em partículas 

de 0,5 – 1,0 mm. O material seco foi acondicionado em frascos de vidro com tampo 

de vidro na cor âmbar e armazenado em dessecador contendo sílica gel dessecante 

e protegido da luz.

Para a extração de cada amostra foram utilizadas 4,0 g ± 0,05 g do material 

vegetal com um volume de 400 mL de solvente extrator perfazendo a proporção de 

massa seca do vegetal:solvente de 1:100 (m/v). Todos os processos de extração 

foram realizados em triplicata (FUKUSAKI; KOBAYASHI, 2005). 

3.3.1.1 Avaliação dos rendimentos de extração

As extrações foram realizadas em banho de ultra-som por 120 minutos, em 

temperatura ambiente (temperatura média entre 25 °C a 30 °C), foram utilizados

quatro sistemas extratores, para avaliação dos rendimentos de extratos, sendo eles:

a) etanol (SE); 
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b) sistema hidroalcoólico (etanol/água 50:50 [v/v]) (SEA);

c) sistema utilizando um único solvente a cada extração (hexano, clorofórmio, 

metanol e água) (SHCMA) (30 minutos para cada solvente);

d) sistema de solventes contendo mistura CHCl3:H2O:CH3OH 33:33:34 (v/v) 

[SCAM]. 

Os extratos obtidos após a sonicação foram filtrados, recolhidos em balões de 

fundo redondo, e evaporados em rota-evaporador à temperatura inferior a 60 °C, sob 

pressão reduzida, para preservação de seus constituintes. Após concentração, os

extratos foram mantidos em estufa a 40 °C pelo período de 72 h, e levados a 

dessecador contendo sílica gel dessecantes para eliminação completa de água.

O rendimento de extração foi calculado em relação à matéria-prima vegetal 

seca e a seletividade dos constituintes químicos foram avaliados por CCD, utilizando 

como fase móvel acetona:metanol (9:1 v/v).

Os resultados obtidos (massas) foram submetidos à análise de variância pelo 

teste F, e quando evidenciada diferença significativa entre as médias ao nível de 5% 

de probabilidade de erro, foi efetuada a complementação da análise através da 

comparação entre médias pelo teste de Tukey.

3.4 Obtenção dos extratos

Após análise de seletividade dos solventes extratores e rendimento da 

extração (massa extraída/massa de vegetal seca), foi realizada a extração total

utilizando o sistema SHCMA de solventes extratores (Figura 7). Os extratos foram 

concentrados em evaporador rotativo e determinadas as massas dos resíduos secos

(Tabela 1).
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Tabela 1. Rendimento de material obtido dos extratos da espécie G. elegans das coletas realizadas
OV MS (g) Solventes Sigla ME (g)

Col1
ME (g)
Col2

ME (g) 
Col3

Caule 

aéreo

(GA)

500,0

Hexano GA1 1,70 1,29 1,60

Clorofórmio GA2 2,87 2,84 2,71

Metanol GA3 31,63 31,79 17,98

Água GA4 25,33 18,64 83,35

Caule 

submerso

(GS)

500,0

Hexano GS1 1,57 1,54 1,38

Clorofórmio GS2 2,40 2,00 2,09

Metanol GS3 16,60 13,88 32,77

Água GS4 18,52 34,22 30,58

Raiz (GR) 150,0

Hexano GR1 0,35 0,31 0,24

Clorofórmio GR2 0,70 0,76 0,67

Metanol GR3 2,68 2,37 2,28

Água GR4 3,62 7,46 5,58

Folha (GF) 500,0

Hexano GF1 2,65 1,66 2,22

Clorofórmio GF2 6,86 5,35 3,81

Metanol GF3 32,60 32,58 23,42

Água GF4 46,61 46,83 49,41
ME= Massa do extrato bruto; MS= Massa seca do vegetal, OV = órgãos do vegetal.

3.5 Análise dos extratos provenientes do fracionamento e isolamento dos 
constituintes químicos referentes à Coleta 1 (Col1)

3.5.1 Análise dos extratos hexânicos da Col1, por CG-EM

Os extratos hexânicos dos órgãos coletados de G. elegans (5mg/mL) foram 

submetidos a um pré-tratamento conforme item 3.1 subitem 5, para injeção em CG-

EM. 
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3.5.1.1 Identificações dos componentes

As identificações dos componentes foram baseadas na comparação entre os

índices de retenção de Kovats, os espectros de massas obtidos experimentalmente, 

dados da literatura e comparação com espectros de massas registrados nos bancos 

espectrais: NIST (National Institute of Standards and Technology), Wiley (versão 

229) e FFNSC (Flavor and Fragrance Natural and Synthetic Compounds; versão 1.2)

Os índices de retenção de Kovats foram obtidos utilizando como padrões a 

série homóloga de n-alcanos C8-C32, Sigma®. A utilização dos índices de Kovats 

teve a finalidade de eliminar erros, devidos à variação do tempo de retenção das 

substâncias, decorrentes de alterações como temperatura, fluxo de gás de arraste, 

operador, etc. Os índice de retenção foram obtidos através da Equação 1:

Equação 1   I = 100z + 100(log t’ RX – log t’RZ)/ (log t’R (Z+1) – log t’RZ)
Onde:
z = número de átomos de carbono com menor peso molecular.

t’ RX = tempo de retenção do composto x, sendo t’RX é intermediário a t’RZ e t’R (Z+1).

t’RZ e t’R (Z+1) = tempos de retenção ajustados dos alcano de cadeia normal.

3.5.2 Tratamento dos extratos brutos clorofórmico, metanólico e aquoso da 

Col1

Os extratos brutos: clorofórmico, metanólico e aquoso, dos órgãos obtidos da 

Col1, exceto da raiz adventícia, passaram pelos tratamentos descritos na Figura 8, 

antes de serem analisados. As massas obtidas de cada órgão bem como a 

representação desses tratamentos são apresentadas na Tabela 2 e Figuras 9, 10, 

11 e 12. A solubilização dos extratos, porém, não foi completa obtendo-se material 

insolúvel em todos os extratos tratados. Como os extratos brutos da raiz adventícia 

apresentavam pouca massa optou-se por não realizar os tratamentos nesses 

extratos.
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Figura 8. Obtenção dos extratos a partir dos tratamentos nos extratos brutos das folhas, caule aéreo 
e caule submerso da espécie Gomphrena elegans.

Os tratamentos foram:

3.5.2.1 Tratamento 1: extratos clorofórmicos

O extrato clorofórmico bruto foi submetido a uma partição em 

metanol/água/hexano 80:20:80 (v/v) [2,3 L], obtendo-se deste processo os extratos 

hexânico e hidrometanólico. O extrato hidrometanólico foi submetido a uma nova 

partição sendo que a concentração metanol/água foi ajustada para 40:60, sendo 

extraída com acetato de etila (1L) obtendo assim o extrato acetato de etila.

3.5.2.2 Tratamento 2: extratos metanólicos
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O extrato metanólico bruto foi submetido a uma partição butanol/água 50:50 

(v/v) [2,0 L], obtendo-se deste processo os extratos butanólico e aquoso sendo que 

o extrato aquoso foi descartado.

3.5.2.3 Tratamento 3: extratos aquosos

O extrato aquoso bruto foi submetido a uma nova extração com acetato de 

etila (1,0 L) e n-butanol (2,0 L), obtendo-se deste processo os extratos acetato de 

etila e butanólico. 

Tabela 2. Massa obtida após tratamento dos extratos brutos de G. elegans Col1
EB MV(g) EH EActE EnB CI T1

GA2 2,87 1,11 0,86 - 0,06 0,84

GA3 31,63 - - 5,04 3,96 22,63

GA4 25,33 - 0,28 0,14 0,05 24,86

GS2 2,40 0,87 0,46 - 0,02 1,05

GS3 16,60 - - 2,34 1,29 12,97

GS4 18,52 - 0,19 0,85 0,06 17,42

GR2 0,702 - - - - -

GR3 2,682 - - - - -

GR4 3,622 - - - - -

GF2 6,86 3,06 1,51 - 0,60 1,69

GF3 32,60 - - 4,89 4,92 22,79

GF4 46,61 - 0,68 0,58 0,04 45,31
1 material insolúvel, 2 extratos analisados sem partição diretamente do extrato bruto (sem partição),
EB= Extratos brutos; MV= massa do vegetal; EH= Extrato hexânico; EActE= Extrato Acetato de etila; 
EnB= Extrato n-Butanol; CI= Cristais inorgânicos; T= Torta.
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Figura 9. Fracionamento dos extratos da folha da espécie Gomphrena elegans (Col1).

Figura 10. Fracionamento dos extratos do caule aéreo da espécie Gomphrena elegans (Col1).
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Figura 11. Fracionamento dos extratos do caule submerso da espécie Gomphrena elegans (Col1).

Figura 12. Extratos da raiz adventícia da espécie Gomphrena elegans (Col1).
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3.5.3 Fracionamento dos extratos provenientes da partição, identificação e 

isolamento dos constituintes químicos (Col1)

3.5.3.1 Estudo do extrato hexânico obtido do extrato GF2

Inicialmente o estudo fitoquímico foi realizado com o extrato hexânico obtido 

da folha (3,06 g) oriundo do extrato GF2. 

O extrato foi submetido a uma cromatografia em coluna (CC), utilizando sílica 

gel (70-230 µm) como fase estacionária, eluída com hexano, acetato de etila e 

metanol no gradiente de polaridade conforme Tabela 3.

Tabela 3. Gradiente de polaridade utilizado no extrato hexânico para obtenção das frações

Eluente Proporção (%) Volume (mL)

hexano 100 500

hexano/acetato de etila 2 380

hexano/acetato de etila 5 220

hexano/acetato de etila 10 550

hexano/acetato de etila 20 520

hexano/acetato de etila 30 580

hexano/acetato de etila 50 500

hexano/acetato de etila 70 600

acetato de etila 100 1000

acetato de etila/metanol 2 210

acetato de etila/metanol 5 325

acetato de etila/metanol 10 350

acetato de etila/metanol 20 300

acetato de etila/metanol 50 300

metanol 100 100
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� Foram obtidas 19 frações de 365 mL cada, que foram analisadas por 

cromatografia em camada delgada (CCD), onde foi constatada nas frações 1 

(3,8 mg), 2 (28,1 mg), 3 (258,2 mg) e 4 (87,3 mg) a presença de substâncias 

majoritárias. As metodologias de analise das frações trabalhadas estão 

descritas a seguir:

� A fração 1, mostrou ser constituída de uma única substância, através de 

análise por CCD, seguida de revelação com iodo. Sua estrutura foi 

determinada através dos espectros de RMN de 1H e 13C, como sendo a 

substância 36 (3,8 mg). 

� A fração 2, foi submetida a uma CC de gel polimérico LH 20 , eluída com 

CHCl3:MeOH 3:2 (v/v), obtendo-se 15 subfrações  de 10 mL cada. A 

subfração 2.6 (4,0 mg) apresentou uma substância majoritária, que através de 

CCD, seguida de revelação com sulfato de cério IV, apresentou uma mancha 

cor avermelhada clara. A análise dos espectros de RMN de 1H, 13C e DEPT 

135° da fração demonstrou que este constituinte majoritário tratava-se da 

substância 38 .

� A fração 3, foi submetida a uma CC de gel polimérico LH 20 usando-se como 

eluente CHCl3:MeOH 3:2 (v/v), obtendo-se 25 subfrações  de 5 mL cada. As 

subfrações obtidas desta coluna foram submetidas à análise por CCD e 

agrupadas, segundo critérios de semelhança, as subfrações 3.7-3.8 (5,0 mg)

apresentaram uma mancha alongada de cor vermelha através de CCD, 

seguida de revelação com sulfato de cério IV, sendo identificada através de 

espectros de RMN de 1H e 13C, DEPT 135° como sendo o 39.
� A fração 4, foi submetida a uma CC de Gel polimérico LH 20 usando-se como 

eluente CHCl3:MeOH 3:1 (v/v),  obtendo-se 32 frações  de 5 mL cada. Sendo 

submetidas à análise por CCD e agrupadas, segundo critérios de 

semelhança. Foi constatado através de espectros de RMN de 1H e 13C, DEPT 

135° e espectro de massa que as subfrações 4.13-4.18 eram as substâncias

identificadas como 17, 19, 45, 46, 27 e 47 (6,4 mg).

Um esquema do fracionamento pode ser visualizado na figura 13.
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Figura 13. Fracionamento do extrato hexânico obtido do extrato GF2 da Folha de G. elegans.

3.5.3.2 Estudo do extrato acetato de etila obtido do extrato GF2

O extrato acetato de etila (1,51 g) obtido do extrato GF2 foi submetido a uma 

CC de sílica gel (70-230 µm), eluída com hexano, acetato de etila e metanol, no

gradiente de polaridade conforme Tabela 4.



Parte Experimental                                                                                                                                67

Talal Suleiman Mahmoud

Tabela 4. Gradiente de polaridade utilizado no extrato acetato de etila para obtenção das frações

Eluente Proporção (%) Volume (mL)

hexano 100 500

hexano/acetato de etila 2 380

hexano/acetato de etila 5 220

hexano/acetato de etila 10 550

hexano/acetato de etila 20 520

hexano/acetato de etila 30 580

hexano/acetato de etila 50 500

hexano/acetato de etila 70 600

acetato de etila 100 1000

acetato de etila/metanol 2 210

acetato de etila/metanol 5 410

acetato de etila/metanol 10 350

acetato de etila/metanol 20 300

acetato de etila/metanol 50 300

metanol 100 600

Foram obtidas 18 frações de 390 mL cada, que foram analisadas por CCD, foi 

constatada nas frações 2 (123,0 mg),  3 (93,4 mg) e 8 (78,0 mg) a presença de uma 

substância majoritárias. 

As metodologias de análises das frações trabalhadas estão descritas a seguir

(Figura 14)
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Figura 14. Fracionamento do extrato acetato de etila obtido do extrato bruto clorofórmico da folha de 
G. elegans.

� A fração 2, foi submetida a uma CC de Gel polimérico LH 20 tendo como 

eluente CHCl3:MeOH 3:2 (v/v), sendo obtidas 28 subfrações  de 5 mL cada. 

As subfrações obtidas desta coluna foram submetidas à análise por CCD 

seguida de revelação com solução metanólica de anisaldeído em ácido 

sulfúrico e agrupadas, segundo critérios de semelhança. Foi constatada

através de espectros de RMN de 1H e 13C, DEPT 135° e espectro de massa 

nas frações 2.17-2.19 (3,8 mg) a presença de uma substância majoritária 

denominada 44.

� Na fração 3, foi efetuado um pré-tratamento (item 3.1 subitem 5), para injeção 

em CLAE. A fração foi então submetida à CLAE conforme item 3.1 subitem 
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10, fluxo de 1,0 mL/mim (95:05). No cromatograma obtido foi observada a 

presença de um (1) componente (pico 1), com tempo de retenção de 9,7 

minutos. Após esta análise, a fração foi submetida a uma separação conforme

item 3.1 subitem 11, fluxo de 14 mL/mim [95:05 (v/v)], desses processos, 

resultou a obtenção da substância identificada como 41 (8 mg).

� A fração 8, foi submetida a uma CC de Gel polimérico LH 20 tendo como 

eluente CHCl3:MeOH 3:2 (v/v), sendo obtidas 37 subfrações  de 5 mL cada. 

As subfrações obtidas desta coluna foram submetidas à análise por CCD e 

agrupadas, segundo critérios de semelhança. Estas subfrações 8.21-8.24 (4,1 

mg) apresentaram uma substância majoritária, que através de CCD, seguida 

de revelação com sulfato de cério IV, apresentou uma mancha cor 

avermelhada. A análise dos espectros de RMN de 1H e 13C das subfrações

demonstrou que este constituinte majoritário tratava-se de 40.

3.5.3.3 Estudo do extrato n-butanol obtido do extrato GF3

O extrato n-butanol (4,89 g) obtido do extrato GF3 foi submetido a uma CC de 

sílica gel (70-230 µm), eluída em gradiente de polaridade, com hexano, acetato de 

etila e metanol Tabela 5.
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Tabela 5. Gradiente de polaridade utilizado no extrato n-butanol para obtenção das frações

Eluente Proporção (%) Volume (mL)

hexano 100 500

hexano/acetato de etila 2 380

hexano/acetato de etila 5 220

hexano/acetato de etila 10 550

hexano/acetato de etila 20 520

hexano/acetato de etila 30 580

hexano/acetato de etila 50 500

hexano/acetato de etila 70 600

acetato de etila 100 1000

acetato de etila/metanol 2 210

acetato de etila/metanol 5 410

acetato de etila/metanol 10 350

acetato de etila/metanol 20 300

acetato de etila/metanol 50 300

metanol 100 600

Foram obtidas 18 frações de 390 mL cada, que foram analisadas por CCD. 

Foi constatada nas frações 5 (79,3 mg), fração 10 (83,4 mg), fração 11 (112,7 mg) e 

17 (57,9 mg) a presença de substâncias majoritárias.

Foi então efetuado um pré-tratamento (item 3.1 subitem 5) das frações para 

injeção em CLAE.

� A fração 5, foi submetida a uma CC de gel polimérico LH 20 usando como 

eluente CHCl3:MeOH 3:1 (v/v), sendo obtidas 32 subfrações de 5 mL cada. As 

subfrações foram submetidas à análise por CCD seguida de revelação com 

solução metanólica de anisaldeído em ácido sulfúrico e agrupadas, segundo 

critérios de semelhança. Foi constatado através de espectros de RMN de 1H e 
13C, DEPT 135° e espectro de massas nas subfrações 5.12-5.18 (5,1 mg) a 

presença de uma substância majoritária denominada 44.



Parte Experimental                                                                                                                                71

Talal Suleiman Mahmoud

� A fração 10 foi analisada conforme item 3.1 subitem 10, fluxo de 0,6 mL/min 

[50:50 (v/v)]. No cromatograma obtido foi observada a presença de dois (2) 

componentes com tempo de retenção de 7,9 minutos (pico 1) e 10,3 minutos 

(pico 2). Após esta análise, a fração 10 foi analisada conforme item 3.1 

subitem 11, fluxo de 12 mL/mim [50:50 (v/v)]. Desses processos, resultou a 

obtenção das substâncias identificadas através de espectros de RMN de 1H e 
13C, DEPT 135° como 49 (3,6 mg) e 50 (4,3 mg).

� A fração 11 foi analisada conforme item 3.1 subitem 10, fluxo de 0,6 mL/min 

[50:50 (v/v)]. No cromatograma obtido foi observada a presença de três (3) 

componentes com tempo de retenção de 7,9 minutos (pico 1), 10,8 minutos 

(pico 2) e 17,9 minutos (pico 3). Após esta análise, a fração 11 foi analisada 

conforme item 3.1 subitem 11, fluxo de 12 mL/mim [50:50 (v/v)].  Esses 

processos, resultaram na obtenção das substâncias identificadas através de 

espectros de RMN de 1H e 13C, DEPT 135° como 51 (12,9 mg) [pico 1], 52 
(5,6 mg) [pico 3] e 53 (4,4 mg) [pico2].

� A fração 17 foi submetida à análise em CLAE analítico e a condição para sua 

purificação, em escala preparativa, foi estabelecida: fluxo de 10,0 mL/mim, 

utilizando como eluente metanol (254nm). Na separação foi obtida a 

substância (4,9 mg) correspondente ao pico 1  com tempo de retenção de 9,2 

minutos identificada como 42. Para esta substância foram obtidos espectros 

de RMN H1, 13C, DEPT 135° e espectro de massas.

Todo este fracionamento pode ser visualizado na Figura 15.
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Figura 15. Fracionamento do extrato n-butanol obtido do extrato GF3 de G. elegans.

3.5.3.4 Estudo do extrato acetato de etila obtido do extrato GF4

Foi investigada a hipótese de uma possível contaminação nos extratos, 

através de análises cromatográficas dos extratos etanólicos dos materiais plásticos 

utilizados no laboratório (tampa plástica dos frascos utilizados para armazenar as 

frações e dos resíduos de solventes concentrados). 

O extrato acetato de etila (0,68 g) obtido do extrato GF4 foi submetido a um 

pré-tratamento (item 3.1 subitem 5) para injeção em CLAE de fase reversa, analítica 

(item 3.1.10). Através do cromatograma obtido foi observada a presença de picos 

bem definidos Após esta análise, as frações foram submetidas a uma separação em 

coluna semi-preparativa (item 3.1 subitem 11). Este processo resultou na obtenção 

da substância identificada como 48 (5,3 mg) com tempo de retenção de 7,5 minutos, 

utilizando como eluente MeOH/H2O 05:95 (v/v) (254nm) fluxo de 10 mL/mim. Foram, 

também, realizados experimentos RMN de 1H, 13C e DEPT 135°. 

Todo este fracionamento pode ser visualizado na Figura 16.
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Figura 16. Fracionamento do extrato acetato de etila obtido do extrato GF4 de G. elegans.

3.5.3.5 Estudo do extrato n-butanol obtido do extrato GF4

O extrato n-butanol (0,579 g) obtido do extrato GF4 foi submetido a um pré-

tratamento (item 3.1 subitem 5) para injeção em CLAE conforme item 3.1 subitem 10

[05:95 (v/v)] (254nm). Através do cromatograma obtido foi observada a presença de 

picos bem definidos Após esta análise, as frações foram analisadas conforme item 

3.1.1. Desse processo, resultou a obtenção da substância identificada como 43 (7,7 

mg) com tempo de retenção de 9,6 minutos. Foram também realizados os 

experimentos de RMN uni e bidimensionais. 

Este fracionamento pode ser visualizado na Figura 17.

Figura 17. Fracionamento do extrato n-butanol obtido do extrato GF4 de G. elegans.
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3.5.4 Estudo dos extratos obtidos dos extratos brutos clorofórmico metanólico 

e aquoso de GA e GS; e estudo dos extratos brutos de GR.

3.5.4.1 Estudo dos extratos obtidos de GA 

O fracionamento seguiu o mais rigorosamente possível os procedimentos 

utilizados no fracionamento dos extratos obtidos da Folha da espécie G. elegans,

conforme item 3.5.3.1 e item 3.5.3.2 para os extratos brutos clorofórmicos, conforme 

item 3.5.3.3 para os extratos brutos metanóicos e item 3.5.3.4 e item 3.5.3.5 para os

extratos brutos aquoso.

Esse fracionamento pode ser visualizado na Figura 18.

Figura 18. Fracionamento dos extratos obtidos dos extratos bruto do caule aéreo de G. elegans.

� O extrato hexânico (1,11 g), obtido do extrato GA2, foi submetido a uma CC, 

conforme item 3.5.3.1. As frações foram analisadas por CCD seguida de 

revelação com vapores de iodo, onde foi constatada na fração 3 (12,2 mg) a 

presença de substâncias majoritárias. O material foi então submetido a uma 

cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP), eluída em 
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hexano:acetona (6:4, v/v), que forneceu uma substância, cuja estrutura, foi

determinada como sendo 39 (3,4 mg), através dos espectros de RMN de 1H e 
13C. 

� O extrato acetato de etila (0,86 g), obtido do extrato GA2, foi submetido a uma 

CC, conforme item 3.5.3.1. Das 18 frações obtidas apenas as frações 3 á 12 

foram analisadas por CCD por apresentarem massa suficiente. Na fração 5 

(3,2 mg) foi constatatda a presença de substâncias majoritárias, cuja 

estrutura, através dos espectros de RMN de 1H e 13C   foi determinada como 

sendo 40, e na fração 9 (4,7 mg) os espectros de RMN de 1H, 13C, DEPT 135° 

e espectro de massa, evidenciaram que se tratava de 46.
� O extrato n-butanol (5,04 g) obtido do extrato GA3 foi analisado conforme item 

3.5.3.3. Das 18 frações, que foram analisadas por CCD seguida de revelação 

com vapores de iodo, foi constatada na fração 13 (45,3 mg) a presença de 

substância majoritária. Foi então efetuado um pré-tratamento conforme item 

3.1, subitem 5, na fração. A análise em CLAE seguiu as mesmas condições 

do item 3.5.3.3 (Fração 17), obtendo-se um mesmo tempo de retenção na 

separação da substância, que os espectros de RMN de 1H e 13C confirmaram 

tratar-se de 42 (4,3mg).

� O extrato acetato de etila (0,28 g) obtido do extrato GA4 foi analisado 

conforme item 3.5.3.4, e por comparação de tempos de retenção (7,5 min). 

Seu espectro de UV foi comparado com o da substância já isolada nas folhas. 

Desse processo resultou a confirmação da presença de 48 no extrato 

analisado. 

� O extrato n-butanol (0,14 g) obtido do extrato GA4 foi analisado conforme item 

3.5.3.5, e por comparação de tempo de retenção (9,6 min) e de seu espectro 

de UV com a substância já isolada nas folhas. Desse processo resultou a 

confirmação da presença de 43 no extrato analisado. 

3.5.4.2. Estudo dos extratos obtidos de GS.
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Foram realizadas as análises dos extratos obtidos do caule submerso 

conforme os procedimentos utilizados no fracionamento dos extratos obtidos da 

Folha da espécie G. elegans, conforme item 3.5.3.1 e item 3.5.3.2 para os extratos 

brutos clorofórmicos, conforme item 3.5.3.3 para os extratos brutos metanóicos e 

conforme item 3.5.3.4 e item 3.5.3.5 para os extratos brutos aquoso, como 

apresentado na Figura 21. Todas as frações obtidas foram comparadas por CCD ou 

CLAE com as substâncias já isoladas para confirmação da presença destas últimas.

Um esquema dos procedimentos pode ser visualizado na Figura 19.

Figura 19. Fracionamento dos extratos obtidos dos extratos brutos do caule submerso de G. elegans.

Abaixo seguem as frações obtidas e trabalhadas (Figura 19):

� Do extrato hexânico (0,87 g), obtido do extrato bruto clorofórmico, as frações 

foram analisadas por CCD eluída em hexano:acetona (6:4, v/v), seguida de 

revelação com sulfato de cério IV, onde foi constatada na fração 2 (8,0 mg) a 

presença de substâncias majoritária com o mesmo tempo de Rf  que a 

substânica  39.
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� O extrato acetato de etila (0,46 g), obtido do extrato bruto clorofórmico, das 18 

frações obtidas e analisadas por CCD eluída em hexano:acetona (6:4, v/v), 

apenas a fração 3 (5,7 mg) apresentou substância com o mesmo Rf de 

substância já isolada, sendo ela determinada como 36.

� O extrato n-butanol (2,34 g) obtida do extrato metanólico, das frações 

analisadas por CCD e eluída em metanol:acetona (8:2 v/v), e revelada com 

vapores de iodo, foi constatada na fração 9 (5,6 mg) a presença de 

substância com o mesmo Rf de substância já isolada, sendo caracterizada 

como a 44.
� Do extrato acetato de etila (0,19 g) obtido do extrato aquoso não foram 

obtidas, após análise conforme item 3.5.3.4, substâncias com mesmo tempo 

de retenção ou espectro de UV das já isoladas nas folhas. 

� Do extrato n-butanol (0,85 g) obtido do extrato aquoso foi analisado também 

conforme item 3.5.3.5, e por comparação de tempo de retenção (9,6 min) e 

seu espectro de UV com a substância já isolada nas folhas, desse processo 

resultou na confirmação da presença da substância 48. 

3.5.4.3 Estudo dos extratos brutos de GR 

Foram realizada análise dos extratos bruto da raiz adventícia da espécie G.

elegans (Figura 20). Todos os extratos brutos foram comparados por CCD ou CLAE 

com as substâncias já isoladas para confirmação da presença ou não delas.

O fluxograma do processo está representado na Figura 20.
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Figura 20. Fracionamento dos extratos brutos obtidos da raiz adventícia de G. elegans.

Abaixo seguem as frações obtidas e trabalhadas (Figura 20):

� Do extrato bruto clorofórmico (0,70 g), após análise em CCD eluída em 

hexano:acetona (6:4 v/v), foi constatado, através de Rf idênticos a presença 

da substâncias 39 e 40.

� Do extrato bruto metanólico (2,68 g), foi realizada a análise em CCD eluída 

em metanol:acetona (8:2 v/v). Como não foi constatada a presença de 

substância com os mesmos Rf já identificados, foi realizada análise em CLAE 

seguindo as mesmas condições do item 3.5.3.3 (Fração 17), sendo obtido um 

pico com o mesmo tempo de retenção e mesmo espectro de UV da 

substância 48.

� O extrato bruto aquoso (3,62 g) foi analisado conforme item 3.5.3.5, e por 

comparação de tempo de retenção em CLAE (9,6 min) e espectro de UV com 

a substância já isolada nas folhas, sendo confirmada a presença da 

substância 48. 

3.6 Análise dos Perfis Cromatográficos (Col1)

A fim de determinar com maior precisão o perfil químico da espécie G. 

elegans e assim estabelecer uma estratégia para futuros trabalhos na separação 

das substâncias presentes na espécie, foram registrados os perfis cromatográficos 
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dos extratos de G. elegans (Col1) por meio de análises por CLAE-AFD e análise de 

RMN de 1H. 

Alíquotas de 10,0 mg dos extratos clorofórmico, metanólico e aquoso oriundo 

da folha, caule aéreo, caule submerso e raiz adventícias foram dissolvidas em 1,0 

mL de MeOH:H2O 95:5 (v/v), filtradas em membranas de polivinilideno (PVDF) 0,45 

µm (Sigma TM) de dimensão de poro. 

Cada solução foi submetida ao cartucho Sep-Pak C18 (Supelco, com 6 g de 

adsorvente), e eluída com 10,0 mL de MeOH/H
2
O 9,5:0,5 (v/v)., após passar por 

nova filtração em membrana de polivinilideno (PVDF) (Sigma TM) com 0,20 µm  de 

dimensão de poro. As soluções resultantes foram analisadas por CLAE-AFD, com 

gradiente de eluição exploratório para os extratos clorofórmicos: MeOH:H2O 

acidificado com ácido acético 1%, 40:60 (5 min), 60:40 (5min), 70:30 (5 min), 80:20 

(5 min), 100:0 (20 min), e para os extratos metanólicos e aquoso com o gradiente de 

eluição exploratório: MeOH:H2O acidificado com ácido acético 1%, 5:95 (5 min), 5:95

(25 min), 40:60 (30 min),  60:40 (10 min), 100:0 (20 min).

3.7 Análise da substância inorgânica isoladas nas três coletas

Foram isoladas em todos os órgãos estudados da espécie G. elegans, nos 

extratos, clorofórmico, metanólicos e aquoso, substância sólida cristalina encontrada 

em todas coletas (Col1, Col2 e Col3).

Uma amostra do cristal foi analisada na forma de pó usando como substrato 

uma fita de carbono dupla face. A amostra foi mantida no ultra-alto vácuo por 24 h e 

analisada conforme item 3.1 subitem 9.

3.8 Perfis Cromatográficos dos extratos das três coletas

Após um pré-tratamento conforme item 3.1 subitem 5, para injeção em CG-

EM, foram analisados os perfis cromatográficos dos extratos GF, GA, GS e GR, de 
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G. elegans das três coletas (Col1, Col2 e Col3) [5 mg/mL]. As análises foram 

realizadas no equipamento conforme item 3.1 subitem 7, e suas identificações 

ocorreram conforme item 3.5.1.1. 

Para se determinar também os perfis cromatográficos com maior precisão na 

espécie G. elegans foram registrados os perfis cromatográficos dos extratos 

clorofórmicos, metanólicos e aquosos oriundos das folhas, caule aéreo, caule 

submerso e raízes adventícias das coletas Col1, Col2 e Col3. As análises foram 

realizadas no equipamento conforme item 3.1 subitem 6, e seguiram a metodologia 

da preparação e análise de todas as alíquotas conforme item 3.6.

3.9 Bioensaios para verificação de atividades biológicas

3.9.1 Ensaios de atividade antifúngica

Estes ensaios foram realizados no laboratório de Bioquímica da Universidade 

Federal de Mato Grosso do Sul sob supervisão da Professora. Dra. Maria Rita 

Marques.

Os microrganismos utilizados nos ensaios antifúngicos Cladosporium 

sphaerospermum (Penzig) foram mantidos no Laboratório de Bioquímica da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, MS, Brasil. 

Para o ensaio antifúngico, foram preparadas soluções contendo 100, 50, 25, 

10, 5 e 1 mg dos extratos oriundos da Col1 (folhas, caule aéreo, caule submerso e 

raiz adventícia) da espécie G. elegans. Foram aplicados 10,0 µL de cada solução a 

cromatoplacas pré-revestidas e eluídas com diferentes solventes: extrato hexânico 

(hexano:acetona [9:1 v/v]), extrato clorofórmico (hexano:acetona [6,5:2,5 v/v]), 

extrato metanólico (clorofórmio:metanol [8:2 v/v]) e extrato aquoso 

(clorofórmio:metanol [7:3 v/v]) como fase móvel. A eluição foi desenvolvida em 

percurso de 5,0 cm, usando a técnica de ascensão unidimensional, e após o que 

foram removidos completamente os eluentes através de câmara de secagem. As 

placas foram pulverizadas com suspensão de esporos de C. sphaerospermum em 
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glicose e solução salina e incubada por 72 h no escuro em uma câmara úmida a 25 

ºC. Após o tempo de incubação, foi observado o crescimento do fungo sobre a 

placa. Nos locais onde existiam substâncias fungitóxicas surgiu um halo de inibição.

Foi utilizada nistatina (1 µg) como padrão positivo (HOMANS; FUCHS, 1970.

3.9.2 Ensaio de potencial alelopático sobre sementes de Lactuca sativa L.

Estes ensaios foram realizados no laboratório de Bioquímica da Universidade 

Federal de Mato Grosso do Sul sob supervisão da Professora. Dra. Maria Rita 

Marques 

Foram realizados ensaios para verificar a ação dos extratos e sal inorgânico

oriundos da Col1 (folhas, caule aéreo, caule submerso e raiz adventícia) de G. 

elegans na germinação de sementes e no crescimento de plântulas de Lactuca 

sativa L. cv. Grand rapids (Asteraceae).

As variáveis analisadas foram: porcentagem de germinação (LOUBARIAN; 

VALADARES, 1976), comprimento de hipocótilo, comprimento da raiz primária das 

plântulas (DOBREMEZ et al., 1995) e índice de velocidade de germinação (IVG) 

(MAGUIRE, 1962).

As sementes de Lactuca sativa L. cv. Grand rapids (Asteraceae) foram 

obtidas comercialmente. 

Para os bioensaios foram utilizadas placas de Petri (9 cm de diâmetro) 

previamente esterilizadas em autoclave contendo papel de filtro, sobre os quais 

foram vertidos 2 mL das soluções-teste dissolvidas nos solventes apropriados, nas 

concentrações de 5,0; 2,5 e 1,25 mg/mL. As placas foram acondicionadas em capela 

de exaustão de gases, até evaporação completa do solvente. Em seguida, 25 

sementes de L. sativa foram colocadas em cada placa, e posteriormente 

umedecidas com 4 mL de tampão fosfato de sódio 0,025 M pH 6,0. 

Os experimentos foram mantidos em câmara tipo BOD (modelo MA 415/S 

Marconi) a 20 °C e fotoperíodo de 12 h. Como controle positivo foi utilizado cafeína, 

substância de comprovada atividade inibitória de germinação de sementes, e como 
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controle negativo a solução tampão e o solvente utilizado na dissolução das 

amostras (DOBREMEZ et al., 1995). 

Os resultados foram expressos como percentagem de inibição de 

germinação. 

Todos os testes foram realizados em triplicatas. Foram consideradas 

germinadas as sementes que apresentaram 2 mm de protrusão de raiz, conforme as 

Regras de Análise de Sementes (BRASIL, 1999). No último dia de contagem, foram

obtidos o comprimento de raízes primárias e dos hipocótilos. 

Os resultados dos ensaios foram submetidos à análise de variância pelo teste 

F, e quando evidenciada diferença significativa entre as médias ao nível de 5% de 

probabilidade de erro, foi efetuada a complementação da análise através da 

comparação entre médias pelo teste de Tukey.

3.9.3 Ensaio de citotoxicidade in vitro sobre células tumorais

Estes ensaios foram realizados no Laboratório de Oncologia Experimental da 

Universidade Federal do Ceará (UFC), sob a supervisão da Professora Cláudia do Ó 

Pessoa.

Foram realizados ensaios para verificar a ação dos extratos oriundos da Col1 

(folhas, caule aéreo, caule submerso e raiz adventícia) de G. elegans sobre a 

citotoxicidade in vitro contra linhagens de células tumorais. Essa análise faz parte de 

um screening inicial para determinação do potencial antitumoral.

As linhagens utilizadas, HCT-8 (carcinoma de cólon humano), SF-295 

(glioblastoma) e MDA-MB-435 (melanoma) foram cedidas pelo National Cancer 

Institute (NCI - EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados 

com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibióticos, mantidas em estufa a 37 �C e 

atmosfera contendo 5% de CO2.

As células foram plaqueadas na concentração de 0,1 x 106 cél/mL para as 

linhagens MDA/MB-435 e SF-295 e 0,7 x 105 cél/mL para a linhagem HCT-8. Os 

extratos foram acrescidos em concentração única de 100 µg/mL diluídos em DMSO 

puro estéril. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO2 a 37�C. 
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Os grupos controle receberam a mesma quantidade de DMSO. Doxorrubicina (0,01-

0,58 mg/mL) foi utilizada como controle positivo. 

Ao final do processo, as células foram centrifugadas e o sobrenadante, 

removido. Em seguida, foram adicionados 150 �L da solução de sal 3-(4,5-dimetil-2-

tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT), e as placas foram incubadas 

por 3 h. A absorbância foi lida após dissolução do precipitado em 150 �L de DMSO 

puro em espectrofotômetro de placa a 595nm.

O percentual de letalidade celular foi obtido pela fórmula [100 × (T-T0) / (C-

T0)], onde T = teste, T0 = crescimento celular antes da adição dos extratos. Os 

extratos foram classificados como possuindo nenhuma atividade, baixa atividade 

(até 50% de inibição de crescimento), atividade moderada (entre 51% e 75% de 

inibição de crescimento) e alta atividade (mais de 75% de inibição de crescimento) 

para cada uma das linhagem testadas.

Os experimentos foram analisados segundo a média ± desvio padrão da 

média (DPM) da inibição do crescimento celular usando o programa GraphPad 

(Intuitive Software for scince, San Diego, CA). Cada ensaio foi realizado em 

duplicata.

3.9.4 Ensaio de atividade inseticida, sobre Sitophilus zeamais Mots. 

(Coleoptera: Curculionidae)

Estes ensaios foram realizados no laboratório de Bioquímica da Universidade 

Federal de Mato Grosso do Sul sob supervisão do Professor. Dr. Antonio Pancrácio 

de Souza. 

Foram realizados ensaios para verificar a ação inseticida sobre Sitophilus 

zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidae), dos extratos da Col1 (folhas, caule 

aéreo, caule submerso e raiz adventícia) de G. elegans.

Os insetos utilizados nos ensaios foram provenientes de criação mantida em 

laboratório, em grãos de trigo, utilizando-se frascos de vidro de 300 mL, com o 

gargalo vedado com tecido filó à temperatura de 25 ± 2,2 °C, umidade relativa de 60 

± 10% e foto-período natural.



Parte Experimental                                                                                                                                84

Talal Suleiman Mahmoud

Os grãos de trigo foram pulverizados em capela de fluxo laminar com auxilio 

de um pulverizador acoplado a um compressor de ar, com os extratos obtidos a 

partir de 10 g de matéria seca da planta.

Após a secagem por 72 horas a 38 °C, o trigo foi acondicionado em caixas 

plásticas circulares (6 cm de diâmetro e 2,1 cm de altura), totalizando 10 g de trigo 

por recipiente. Foram realizados testes testemunha com trigo não tratado. 

Em cada recipiente foram liberados 20 adultos não sexados de S. zeamais, 

com idade entre dez e quinze dias. 

As avaliações foram feitas ao primeiro, segundo e quinto dia, pela contagem 

do número de insetos mortos, que foram descartados. 

As parcelas foram organizadas segundo o delineamento experimental 

inteiramente ao acaso, com dez repetições para cada tratamento. Para efeito de 

análise os dados foram cumulativos desde o primeiro até o quinto dia.

Os testes foram desconsiderados quando a mortalidade ficou acima de 20% 

ou os números de pupas chegaram a 10%.

Os resultados dos ensaios foram submetidos à análise de variância pelo teste 

F, e quando evidenciada diferença significativa entre as médias ao nível de 5% de 

probabilidade de erro, foi efetuada a complementação da análise através da 

comparação entre médias pelo teste de Tukey.

3.9.5. Ensaio de atividade inseticida, sobre Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) 

(Diptera: Culicidae)

Estes ensaios foram realizados no laboratório de Bioquímica da Universidade 

Federal de Mato Grosso do Sul sob supervisão do Professor. Dr. Antonio Pancrácio 

de Souza. 

Foram realizados ensaios para verificar a ação inseticida sobre Aedes aegypti

(Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) dos extratos da Col1 (folhas, caule aéreo, 

caule submerso e raiz adventícia) de G. elegans.

Os testes de atividade inseticida foram conduzidos segundo adaptação ao 

padrão da Organização Mundial da Saúde (OMS) [WHO, 1980]. Para os testes 
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foram preparadas as diluições em água destilada na concentração de 10 mg/L. Esta 

concentração é utilizada em testes de atividade inseticida porque na mesma 

concentração o inseticida temefós (O,O,O’,O’-tetrametil O,O’-ditio-p-fenileno 

fosforotionato), mata até 98% das larvas de terceiro e quarto “instar” (CARVALHO et 

al., 2004).

Preparadas as diluições e controle estas foram divididas em tubos de vidro 

com capacidade de 30 mL. Em cada tubo (réplica) foram colocadas 20 larvas em 

terceiro para o quarto estágio. Foram utilizadas oito réplicas para o controle e para 

as substâncias.

A mortalidade foi verificada após 24 h. Larvas moribundas, incapazes de 

atingir a superfície da água quando tocadas ou que apresentavam tremores ou 

rigidez, foram consideradas como mortas. Todas as larvas sobreviventes aos testes 

foram congeladas e descartadas.

Como forma de garantir a qualidade e veracidade dos testes, foi adotada que 

eles seriam desconsiderados caso a mortalidade atingisse 20% ou o número de 

pupas chegasse a 10% no controle.

Os resultados dos ensaios foram submetidos à análise de variância pelo teste 

F, e quando evidenciada diferença significativa entre as médias ao nível de 5% de 

probabilidade de erro, foi efetuada a complementação da análise através da 

comparação entre médias pelo teste de Tukey.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Avaliações da Metodologia de Extração

Para que se pudesse propor um processo extrativo em escala piloto havia 

necessidade de definir a seletividade de cada solvente a ser empregado, 

primeiramente em escala de bancada. A escolha do solvente extrator estava 

diretamente ligada a não alteração na composição química do vegetal, sendo então 

uma etapa crítica para realizar o processo de extração total. O objetivo era obter um 

extrato que contivesse a maior parte dos constituintes químicos do vegetal em 

estudo e não um extrato que se apresentasse somente constituintes químicos com 

uma determinada característica. No primeiro caso utilizamos solventes não seletivos 

como no caso de etanol e etanol:água. No segundo caso empregamos solventes 

seletivos, de menor polaridade como o hexano e o clorofórmio para retirada de 

graxas, ceras e substâncias apolares.

Optamos por utilizar uma metodologia moderna e eficiente, a extração por 

ultrassom (EU), que é definido como ondas sonoras com freqüências acima de 

20.000Hz. A extração ultrassônica (sonicação) é a técnica que emprega essa 

energia, na forma de ondas, que criam variações na pressão do solvente extrator 

formando o fenômeno conhecido como “cavitação”, o qual provoca a formação 

espontânea de bolhas no solvente, mesmo em temperatura abaixo de seu ponto de 

ebulição. Estas bolhas rompem a tensão superficial e explodem gerando uma forte 

onda mecânica, fazendo com que a célula vegetal passe por uma interface poderosa 

de fricção, o que permite que o conteúdo intracelular seja extraído (SHARAPIN et al.,

2000). O aumento da permeabilidade das paredes celulares, produção de cavitações 

e aumento do estresse mecânico no interior das células vegetais são os principais 

fatores geradores da extração por ultrassom (BUCHI et al., 1960)
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4.1.1 Avaliação da extração por ultrassom

Este estudo da técnica de extração das amostras das folhas, caule aéreo e 

caule submerso de G. elegans (Col1), consistiram em avaliar o efeito das variáveis 

da seletividade e quantidade de extrato obtido em relação à massa seca de cada 

órgão com diferentes solventes extratores.

A Tabela 6 descreve de forma geral o primeiro estudo de rendimento em 

massa seca de extrato das folhas, caule aéreo e caule submerso da espécie G. 

elegans. Os resultados foram obtidos nas condições experimentais de extrações 

conforme parte experimental item 3.3.1.1, considerando como variável de resposta a 

massa da extração. O rendimento foi calculado com base na massa do extrato em 

relação à massa da amostra utilizada nas extrações. A resposta da análise da 

seletividade (Figura 23) foi analisada por CCD, utilizando como fase móvel 

acetona:metanol (9:1, v/v). Foram aplicados os testes estatísticos para verificação da 

diferença entre as massas em gramas obtidas por cada método de extração através 

de ANOVA, descrita na Tabela 7.

Tabela 6. Rendimento de extratos obtidos por sonicação com diferentes solventes extratores para 
órgãos da espécie G. elegans

Sistema 

Extrator
Caule aéreo Caule submerso Folha

x ± S (g) CV % x ± S (g) CV % x ± S (g) CV %

SE 0,10 ± 0,01 d 6,51 0,22 ± 0,01 c 4,51 0,16 ± 0,01 c 7,12

SEA 0,37 ± 0,02 c 5,49 1,06 ± 0,05 b 4,49 0,98 ± 0,04 ab 4,57

SCAM 0,82 ± 0,02 b 5,77 1,25 ± 0,06 a 3,43 0,92 ± 0,02 b 1,20

SHCMA 0,90 ± 0,03 a 0,51 1,31 ± 0,04 a 7,11 1,03 ± 0,04 a 2,71
x= média das massas extraídas, S = desvio padrão, CV% Coeficiente de variação em %; As médias 
nas colunas seguidas pela mesma letra não diferiram uma da outra pelo teste de Tukey em 5% de 
significância.
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Tabela 7. Diferença entre médias dos tratamentos extrativos aplicados a espécie G. elegans,
segundo a ANOVA
Órgãos Fonte de 

variação

SQ gl MQ Fcalc. valor- P Fcrit.

Caule aéreo

Entre grupos 1,308 3 0,436 1003,417 0,001 7,591

Dentro do grupo 0,003 8 0,001

Total 1,311 11

Caule 

submerso

Entre grupos 2,263 3 0,754 279,939 0,001 7,591

Dentro do grupo 0,021 8 0,003

Total 2,284 11

Folha 

Entre grupos 1,517 3 0,506 449,490 0,001 7,591

Dentro do grupo 0,009 8 0,001

Total 1,526 11
SQ = soma dos quadrados; gl = graus de liberdade; MQ = mínimo quadrado; P = probabilidade; Fcal = 
calculado; Fcrit = crítico.

As análises estatísticas dos resultados indicaram que nos experimentos da 

folha e caule aéreo ocorreram diferenças significativas entre as metodologias dos 

diferentes extratores, já no caule submerso os sistemas misturas dos três solventes 

e sistema de solventes não apresentaram diferença significativa quanto rendimento 

de extrato sobre massa seca.

Mas como os valores de Fcalc são maiores que o Fcrit para os três órgãos 

estudados, estatisticamente comprova-se que há diferenças entre os rendimentos 

em extratos secos obtidos para os diferentes solventes extratores. Alem disto, os 

órgãos apresentaram Fcalc diferenciados, o que mostra a influência dos solventes 

extratores propostos sobre a matriz vegetal.

Os resultados demonstraram que a extração por ultrassom com o Sistemas 

de solventes (SHCMA) é método que produz a maior quantidade de extrato nos três 

órgãos analisados, seguindo-se do sistema de mistura dos três solventes (SCAM) 

nos órgãos caule aéreo e folha, logo a seguir os sistemas etanol:água (SEA), e por 

ultimo o sistema etanol (SE).

As propriedades exercidas pelo ultrassom facilitaram a dilatação e hidratação 

do material vegetal causando a abertura dos poros da parede celular e 

conseqüentemente ocorreu o aumento da razão de transferência de massa, 
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resultando em melhor eficiência de extração e com redução do tempo de extração, 

conforme é relatado na Tabela 6, que mostra o rendimento em massa seca de 

vegetal/massa de extrato obtido das folhas, caule aéreo e caule submerso da 

espécie G. elegans, pelo sistema SHCMA.

Cuja justificativa é devida ao ataque efetivo à integridade das paredes 

celulares, pelos efeitos de pronunciados de cavitação, os quais não ocorrem com 

outras técnicas extrativas.

SILVA et al., 2002 relatam vantagens no uso da extração por ultrassom, 

sugerindo que o melhor desempenho da ultrassonicação se da sempre na 

comparação da relação massa do vegetal seco e a massa seca extraída.

O elevado rendimento da extração não irá garantir um alto rendimento de 

componentes bioativos no extrato. Alguns componentes bioativos tais como ácidos 

graxos livres e tocoferóis são muito sensíveis ao oxigênio e calor. Neste caso, mais 

cuidados devem ser tomados para evitar a oxidação e a degradação térmica dos 

componentes. Portanto, o rendimento e a quantidade dos componentes bioativos 

também devem ser considerados quando for selecionado um método de extração.

4.1.2 Análise cromatográfica em camada delgada dos extratos brutos obtidos 

com diferentes solventes extratores

Na interpretação das análises cromatográficas (Figura 21) foi perceptível que 

o sistema SHCMA permite uma melhor separação dos constituintes químicos.

A análise das variáveis da extração permitiu-se observar que existem outros 

fatores com efeito positivo na extração. As principais variáveis que influenciaram o 

processo de extração foram tempo de extração, polaridade crescente do solvente 

(razão massa de amostra por quantidade de solvente). Sendo assim, maior tempo 

de extração, maior quantidade de solvente e solvente com polaridade crescente 

produz maior quantidade de extrato, e contribui para uma eficaz previsão de classes 

dos compostos encontrados nesses extratos, em comparação com as demais 

técnicas de extração, como é relatado por Cechinel Filho e Yunes (1998). 
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Figura 21. Análise cromatográfica em CCD dos extratos oriundos dos órgãos de G elegans 1.Extrato 
etanólico; 2.Extrato etanol/água; 3.Extrato clorofórmico; 4.Extrato metanol/água; 5. Extrato hexânico; 
6.Extrato clorofórmico; 7.Extrato metanólico; 8.Extrato aquoso.

4.2 Composições químicas dos extratos hexânicos (Col1) 

4.2.1 Análise dos extratos hexânicos (identificação das substâncias)

A análise da composição química por CG-EM dos extratos hexânicos de G. 

elegans, foram realizadas para as amostras obtidas na primeira coleta em março de 

2007 (Col1). A composição química determinada para estas amostras foram 

utilizada como parâmetro comparativo para as demais amostras obtidas nas coletas 

realizada em agosto de 2007 (Col2) e fevereiro de 2008 (Col3) analisadas através 

de CG-EM. 

Sabendo que a cromatografia em fase gasosa (CG) é usada para análise de 

compostos ditos fixos (semivoláteis), mas que em alguns casos necessita-se de 

derivatização para reduzir a polaridade e aumentar a volatilidade destes compostos 

e que é também usada para compostos semivoláteis de peso molecular um pouco 

mais elevado, i.e., os metabolitos secundários com peso molecular de até 500 u.m.a. 

e com pontos de ebulição inferiores a 300 °C podem ser analisados por CG. Os 
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demais que tem peso molecular elevado apresentam dificuldade de volatilização e 

podem apresentar degradações químicas a altas temperaturas (SILVA, 2009).

Uma solução seria aumentar a volatilidade destas substâncias com a 

diminuição das interações químicas (ligações de hidrogênio, dipolo-dipolo e forças 

de van der Waals [forças de Keesom, força de Debye e forças de London]) através 

da derivatização com isso reduzindo a polaridade e aumentando a volatilidade para 

serem analisados cromatograficamente. Na cromatografia gasosa o analito é 

transportado por uma fase móvel gasosa conhecida como gás de arraste e as 

separações desses analitos ocorrem em uma coluna apolar, segundo a ordem 

crescente do ponto de ebulição (SILVA, 2009). 

Para avaliar a matriz dos extratos, realizamos testes de análises utilizando 

amostras derivatizadas e in natura. Observou-se que não ocorreu alteração na 

matriz da amostra, comprovando que não haveria necessidade de derivatizar as 

amostras.

Iniciou-se a investigação química de G. elegans com o estudo (Col1) dos 

extratos hexânicos obtidos a partir de GF, GA, GS e GR, submetidos ao pré-

tratamento conforme parte experimental item 3.1. subitem 5.

O estudo levou a identificação de 37 substâncias (Figuras 22 e 23) sendo: 14 

alcanos, 7 alcenos, 8 ésteres, 1 aromático, 4 terpenos, 1 álcool e 2 cetona.

As composições químicas dos extratos demonstraram perfis cromatográficos

semelhantes entre os diferentes órgãos analisados de G. elegans, entretanto 

algumas substâncias não foram detectadas em todos os órgãos, na Tabela 8 estão 

reunidas as substâncias identificadas bem como suas porcentagens relativas e 

índice de Kovats calculado, seus cromatogramas totais são representados na Figura 

24.
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Figura 22. Substâncias identificadas nas frações hexânicas de G. elegans.
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Figura 23. Substâncias identificadas nas frações hexânicas de Gomphrena elegans.

Tabela 8. Substâncias identificadas nos extratos hexânicos obtidos a partir de folhas (GF1), caule 
aéreo (GA1), caule submerso (GS1) e raiz adventícia (GR1) de G. elegans (Col1)
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Nº Componentesa IK TR AR (%)
GA1 GR1 GF1 GS1

1 Pentadecano 1500 44,79 - - 0,71 0,75
2 Dihidroactinidiolide 1516 48,33 - - 2,96 -
3 1-Hexadeceno 1592 53,00 0,72 1,63 - 1,46
4 Hexadecano 1600 53,46 2,64 4,43 - 4,23
5 Heptadecano 1700 59,34 0,35 1,81 - 0,55
6 1-octadeceno 1793 64,49 - 9,50 - 3,57
7 3-eicoseno 1794 64,50 2,70 - - -
8 Octadecano 1800 64,89 3,00 12,15 - 5,71
9 7,11,15-trimetil-3-metileno-

hexadec-1-eno
1835 66,76 4,88 - 3,84 5,90

10 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona 1840 66,99 - 5,47 0,95 -
11 8-Metil-1-deceno 1841 67,10 0,42 - - -
12 Diisobutil Ftalato 1853 67,70 2,90 - - -
13 1-Hexadecanol 1879 69,00 0,80 - 0,38 -
14 7,9-di-ter-butil-oxaspiro[4,5]

deca-6,9-dien-2,8-diona
1894 69,87 - 1,59 - -

15 Nonadecano 1900 70,19 0,27 2,41 - -
16 3-etil-5-(2-etilbutil)-Octadecano 1906 70,50 - 0,88 - -
17 Palmitato de metila 1927 71,45 0,56 - 14,25 25,96
18 9-Eicoseno 1970 73,74 - 3,47 - -
19 Palmitato de etila 1993 74,91 21,87 13,38 8,80 7,73
20 Eicosano 2000 75,27 1,76 8,38 - 4,46
21 Linoleato de metila 2092 79,57 0,19 - 7,77 25,36
22 Linolenato de metila 2094 79,84 - - 21,95 2,76
23 6-octadecenoato de metila 2096 79,93 - - - 6,61
24 Laurenan-2-ona 2107 80,40 - - 19,63 -
25 Linoleolato de etila 2157 82,76 34,07 4,03 1,15 1,96
26 Linolenato de etila 2162 83,01 10,46 2,70 1,77 -
27 9-octadecenoato de etila 2164 83,08 6,89 1,74 - -
28 Docoseno 2195 84,49 1,96 7,51 0,54 1,20
29 Docosano 2200 84,76 1,62 4,83 - 1,79
30 Tricosano 2300 89,24 - 1,71 -
31 Tetracosano 2400 93,50 0,63 3,67 - -
32 Pentacosano 2500 97,63 - 3,66 - -
33 1-Hexacoseno 2595 101,40 - 1,19 - -
34 Hexacosano 2600 101,60 - 3,86 - -
35 Heptacosano 2700 105,44 - - 0,49 -
36 Esqualeno 2806 109,33 1,31 - 14,34 -
37 Nonacosano 2900 112,71 - - 0,47 -
aIdentificadas pelo programa NIST, e identificada utilizando fragmentograma. IK= Índice de Kovat’s 
calculado e determinado pelo tempo de retenção em coluna DB-1 usando uma série homóloga de n-
alcanos. TR= Tempo de Retenção em minutos, AR= área relativa (área do pico relativo pela área total 
dos picos). 
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Figura 24. Cromatogramas totais das frações hexânicas obtidos a partir de folhas (GF1), caule aéreo 
(GA1), caule submerso (GS1) e raiz.adventícia (GR1) de G. elegans (Col 1).

No extrato hexânico das folhas foram identificadas 16 substâncias (Figura 25), 

as principais substâncias detectadas foram: palmitato de metila (14,25%), linolenato 

de metila (21,95%), laurenan-2-ona (19,63%) e esqualeno (14,34%). 
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Figura 25. Ampliação do cromatograma do extrato hexânico da folha (GF1) de G. elegans (Col 1).

Das 21 substâncias identificadas (Figura 26), as com maior concentração no 

caule aéreo foram: linoleolato de etila (34,07%), palmitato de etila (21,87%) e 

linolenato de etila (10,46%). 

Figura 26. Ampliação do cromatograma do extrato hexânico de caule aéreo (GA1) de G. elegans (Col 

1).

Na raiz das 22 substâncias identificadas (Figura 27), as de maior 

concentração foram: palmitato de etila (13,38%), octadecano (12,15%) e 1-

octadeceno (9,50%). 
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Figura 27. Ampliação do cromatograma do extrato hexânico da raiz adventícia (GR1) de G. elegans 

(Col 1).

No caule submerso (Figura 28), das 16 substâncias identificadas, as

majoritárias foram: palmitato de metila (25,96%) e linoleato de metila (25,36%).

Figura 28. Ampliação do cromatograma do extrato hexânico do caule submerso (GS1) de G. elegans 

(Col1).

Somente as substâncias palmitato de etila, linoleolato de etila e docoseno são 

comuns em todos os órgãos analisado.

Os perfis dos compostos extraídos apresentaram certa similaridade. Os 

extratos que cromatograficamente apresentaram a maior variabilidade de compostos 
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foram proveniente GA1 e GR1. A identificação foi realizada com base na 

comparação dos espectros de massas e dos tempos de retenção para elucidação da 

identidade dos compostos do extrato. Os demais compostos foram identificados por 

comparação com os espectros de massas da biblioteca Wiley, NIST e FFNSC do 

próprio equipamento. Foram considerados tentativamente identificados os picos 

quando as probabilidades de semelhança do espectro de massa foram superiores a 

95%.

Foram detectados os ésteres graxos que formam uma das principais classes na 

composição das ceras epicuticulares. É evidente, em concentrações significativas, a 

presença de ésteres metílicos e etílicos de alto peso molecular, estes compostos 

foram detectados assim como a presença alcanos lineares. 

Como não há relato na literatura de estudos desta espécie não podemos 

comparar a presença destas substâncias com outros estudos do próprio gênero 

Gomphrena.

4.3 Composições químicas dos extratos clorofórmicos, metanólicos e 
aquosos (Col1) 

4.3.1 Análise dos extratos clorofórmicos, metanólicos e aquosos hexânicos 

(Substâncias isoladas)

Do estudo realizado com os extratos obtidos a partir de folhas, caule aéreo, 

caule submerso e raiz adventícia de G. elegans foram isoladas, vinte substâncias de 

diferentes classes, compreendendo esteróides, terpenos (diterpenos e triterpenos ), 

ésteres, ácido, alcalóides e compostos da classe C6-C1 e C6-C3, dentre essas 3 

substâncias já foram identificadas no item 4.2.1, as estruturas são representadas na 

Figura 29.
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Figura 29. Substâncias isoladas das folhas, caule aéreo, caule submerso e raiz adventícia de G. 
elegans.
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4.3.2 Identificação e elucidação estrutural das substâncias isoladas

A identificação e ou elucidação estrutural das substâncias isoladas nos 

órgãos da espécie G. elegans foram realizadas baseada na análise dos espectros 

de RMN de 1H e 13C, DEPT, HMQC, HMBC, em dados de espectros de massas e na 

comparação com dados da literatura.

4.3.2.1 Esteróides

4.3.2.1.1 Identificação de �- sitostenona (38)

A substância representada na Figura 29 e designada por 38, foi obtida como 

um dos componentes principais do extrato GF2 subfração 2.6. (4,0 mg) [Parte 

experimental item 3.5.3.1].

Ao analisar o espectro de RMN de 1H (Figura 30), foram observados sinais 

entre � 0,68 a 5,69. Destes, os sinais na região � 0,68 a 1,30, foram atribuídos a 

grupos metílicos e metilênicos. A ausência de um multipleto em torno de � 3,50;

atribuível a H-3 em 3- -hidróxi-esteróides, sugeriu a presença de uma carbonila 

nesta posição. O singleto largo em � 5,69 (1H, s; H-4) foi sugestivo de um hidrogênio 

olefínico à carbonila presente na estrutura da �-sitostenona, sendo semelhante ao 

descrito na literatura para esta substância � 5,72 (1H, d, J = 1,4 Hz, H-4)

[MAHMOUD, 2005].

O espectro de RMN de 13C e DEPT 135° (Figura 31 e Figura 32) apresentou 

sinais localizados entre � 11,8 e 199,7; sendo observados sinais de carbonos 
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olefínicos localizados em � 124,1 (CH, C-4) e 172,1 (C, C-5) indicativos de um 

sistema carbonílico -insaturado. A presença de um sinal a � 199,7 (C) confirmou 

esta proposta. Esta informação, aliada aos valores de deslocamentos químicos das 

metilas em � 18,7 (CH3-21), 19,8 (CH3-26), 19,0 (CH3-27), e 11,9 (CH3-29), e aos 

dos demais carbonos (Tabela 9), foram compatíveis com os descritos na literatura 

(RIBEIRO,1999), e os dados obtidos no fragmentograma, que exibiu o pico do íon 

molecular a m/z 412 (Figura 33), compatível com a fórmula molecular C29H48O, 

concluiu-se que a substância tratava-se da ��-sitostenona.

Tabela 9. Dados de RMN de 1H (CDCl3, 300 MHz) e 13C (CDCl3 75 MHz) de 38

H e C �H �C �C* H e C �H �C �C*

1 - 35,8 t 35,8 16 - 28,2 t 28,3

2 - 34,0 t 34,0 17 - 56,0 d 56,1

3 - 199,7 s 198,8 18 0,68 s 12,0 q 12,1

4 5,69 s 124,1 d 124,0 19 0,99 s 17,4 q 17,5

5 - 172,1 s 170,8 20 - 36,1 d 36,2

6 - 33,0 t 33,0 21 1,30 d (J=6,5 Hz) 18,7 q 18,9

7 - 32,0 t 32,2 22 - 33,9 t 34,0

8 - 35,6 d 35,8 23 - 26,0 t 26,2

9 - 53,8 d 53,9 24 - 45,8 d 45,9

10 - 38,6 s 38,5 25 - 29,1 d 29,2

11 - 21,0 t 21,1 26 0,81 s 20,0 q 20,0

12 - 39,6 t 39,7 27 0,80 s 19,0 q 19,2

13 - 42,4 s 42,5 28 - 23,0 t 23,2

14 - 56,0 d 56,0 29 0,85 s 11,9 q 12,1

15 - 24,2 t 24,3
*Mahmoud, (2005)
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Figura 30. Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) de 38.

Figura 31. Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) de 38.
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Figura 32. Espectro de RMN de 13C-DEPT 135º (75 MHz, CDCl3) de 38.
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Figura 33. Fragmentograma experimental da substância 38.
* Condições: coluna capilar de DB-1; gás de arraste Hélio (1 mL/min); programa: 100-295 ºC a 5 
ºC/min e, depois, 295 ºC a 10 ºC/min; temperatura do injetor: 280 ºC; modo de injeção: 0,1 µL, split 
1:25.



Resultados e Discussão                                                                                                                      104

Talal Suleiman Mahmoud

4.3.2.1.2 Identificação de �-sitosterol (39)

A substância representada na Figura 29 e designada por 39, apresentou-se 

na forma de um sólido amorfo sendo obtida como um dos constituintes do extrato 

GF2, subfrações 3.7-3.8 (5,0 mg) e identificada nos extratos GA2, GS2 e GR2 (Parte 

exp. itens 3.5.3.1, 3.5.4.1, 3.5.4.2. e 3.5.4.3).

Ao analisar o espectro de RMN de 1H (Figura 34), foram observados sinais 

entre � 0,66 a 5,82. A região entre � 0,66 a 0,99 apresentou vários sinais indicativos 

da presença de grupos metílicos, em � 3,49 (1H, m) e � 5,33 (1H, d, J = 4,53 Hz) 

foram observados sinais atribuíveis a um hidrogênio carbinólico e um olefínico num 

esqueleto esteroidal, respectivamente.

No espectro de RMN de 13C e DEPT 135° (Figura 35 e Figura 36), os sinais 

dos carbonos olefínicos a � 122,1 (CH) e � 141,2 (C) e os valores de deslocamentos 

químicos das metilas a � 18,8; 19,8; 19,0 e 12,0 confirmaram a proposta juntamente 

com os demais sinais presentes no espectro e os dados obtidos no fragmentograma 

(Figura 37), que exibiu o pico do íon molecular a m/z 414, compatível com a fórmula 

molecular C29H50O indicaram que o esteróide tratava-se do ��-sitosterol. Os dados 

de RMN de 13C desta substância mostraram-se bastante semelhante aos descritos 

na literatura (MAHMOUD, 2005) [Tabela 10].
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Tabela 10. Dados de RMN de 1H (CDCl3, 300 MHz) e 13C (CDCl3 75 MHz) de 39
H e C ��H �C �C

* H e C �H �C �C
*

1 - 37,2 t 37,3 16 - 28,9 t 28,9

2 - 31,6 t 31,6 17 - 56,0 d 56,1

3 3,49 m 71,8 d 71,7 18 0,66 s 11,8 q 11,9

4 - 42,3 t 42,3 19 0,99 s 19,4 q 19,4

5 - 141,2 s 140,8 20 - 36,1 d 36,2

6 5,33 d (J = 4,5 Hz) 122,1 d 121,6 21 0,90 d (J=6,5 Hz) 18,8 q 18,8

7 - 31,9 t 31,9 22 - 33,9 t 34,0

8 - 31,9 d 31,9 23 - 26,0 t 26,1

9 - 50,1 d 50,2 24 - 45,8 d 45,9

10 - 36,5 s 36,5 25 - 29,2 d 29,2

11 - 21,1 t 21,1 26 0,81 d (J=6,5 Hz) 19,8 q 19,8

12 - 39,8 t 39,8 27 0,79 d (J=7,0 Hz) 19,0 q 19,1

13 - 42,3 s 42,3 28 - 23,1 t 23,1

14 - 56,8 d 56,8 29 0,83 t (J=7,5 Hz) 12,0 q 12,3

15 - 24,3 t 24,3
* Mahmoud, (2005)

Figura 34. Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) de 39.
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Figura 35. Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) de 39.

Figura 36. Espectro de RMN de 13C-DEPT 135º (75 MHz, CDCl3) de 39.
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Figura 37. Fragmentograma experimental da substância 39.
* Condições: coluna capilar de DB-1; gás de arraste Hélio (1 mL/min); programa: 100-295 ºC a 5 
ºC/min e, depois, 295 ºC a 10 ºC/min; temperatura do injetor: 280 ºC; modo de injeção: 0,1 µL, split 
1:25.

4.3.2.1.3 Identificação de -estigmasta-7,22-dien- -ol (40)

A substância representada na Figura 29 e designada por 40 apresentou-se na 

forma de um sólido cristalino de difícil purificação sendo um dos constituintes do 

extrato GF2 subfrações 8.21-8.24 (4,0 mg) [Parte exp. item 3.5.3.3.], e identificado 

sua presença nos extrato GA2 e GR2 (Parte exp. itens 3.5.4.1 e 3.5.4.3)

Ao analisar o espectro de RMN de 1H (Figura 38) foram observados sinais 

entre � 0,56 a 5,33. Na região de � 5,01, 5,13 a 5,34 característicos de hidrogênios 

olefínicos a integração foi proporcional a três hidrogênios, em � 3,47 identificamos 

um multiplete sugerindo hidrogênio carbinólico e os vários singletes na região de �

0,70 a 1,23 nos indicaram a presença de várias metilas, o singleto em � 0,53 d (J= 

4,4 Hz) indicou a presença de uma metila bastante protegida. 

No espectro de RMN de 13C e DEPT 135° (Figura 39 e Figura 40), os sinais 

dos carbonos olefínicos a � 117,4 (CH), 129,4 (CH), 138,1 (CH) e 139,4 (C) e a 

presença de sinal em � 71,06 (CH) característico de carbono oxigenado e os valores 

de deslocamentos químicos das metilas a �12,0; 12,2; 13,0; 19,0; 21,0 e 21,5 

confirmaram a proposta juntamente com os demais sinais presentes no espectro 
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indicaram que o esteróide tratava-se do -estigmasta-7,22-dien- -ol (40) 
[espinasterol]. Os dados de RMN de 13C desta substância mostraram-se bastante 

semelhante aos descritos na literatura (Tabela 11) para o espinasterol

(JUNKUSZEW et al., 1998).
Tabela 11. Dados de RMN de 1H (CDCl3, 500 MHz)e 13C de 40

H e C ��H �C �C
* H e C �H �C �C

*

1 - 37,1 t 37,1 16 - 28,4 t 28,4

2 - 31,4 t 31,4 17 - 56,0 d 55,8

3 3,47 s 71,0 s 70,9 18 0,53 d (J= 4,4 Hz) 13,0 q 12,9

4 - 37,9 t 37,9 19 0,65 m 12,0 q 12,0

5 - 40,2 d 40,2 20 - 40,8 d 40,7

6 - 29,6 t 29,6 21 1,23 m 21,2 q 21,2

7 5,34 d (J= 4,9 Hz) 117,7 d 117,4 22 5,13 dd (J= 8,9 e 15 Hz) 138,1 d 138,1

8 - 139,4 s 139,5 23 5,01 dd (J= 8,9 e 15 Hz) 129,4 d 129,3

9 - 49,4 d 49,9 24 - 51,2 d 51,2

10 - 34,2 s 34,1 25 - 37,1 d 37,1

11 - 21,5 t 21,5 26 0,82 d(J= 4,7 Hz) 21,0 q 21,3

12 - 37,9 t 38,4 27 0,80 d (J= 7,4 Hz) 19,0 q 18,9

13 - 43,4 s 43,2 28 - 25,3 t 25,3

14 - 55,8 d 55,1 29 0,84 s 12,2 q 12,1

15 - 23,0 t 22,9
* Junkuszew et al., (1998).

Figura 38. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3,) de 40.
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Figura 39. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCl3) de 40.

Figura 40. Espectro de RMN de 13C-DEPT 135º (125 MHz, CDCl3) de 40.
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4.3.2.2 Terpenos

4.3.2.2.1 Identificação de esqualeno (36)

A substância 36, cuja estrutura é representada na Figura 29, apresentou-se 

na forma amorfa, a qual  foi obtida das frações GF2 (3,8 mg) [Parte exp. 3.5.3.1] a 

mesma foi identificada nos extratos GS2 (Parte exp. 3.5.4.2), sendo ela também 

identificada nos extratos hexânicos como apresentado no item 4.2.1.

Seu espectro de RMN de 1H (Figura 41) apresentou sinais compatíveis com 

os de um hidrocarboneto insaturado, dentre eles: um tripleto largo em � 5,11 na 

região de hidrogênios olefínicos, um multipleto na região de � 2,00 a 2,06 e um 

singleto em � 1,59, atribuíveis a um grupo metilênico � à ligação dupla e a uma 

metila ligada a carbono olefínico, respectivamente.

Nos espectros de RMN de 13C e DEPT 135º (Figuras 42 e 43), foram 

evidenciados sinais de carbonos olefínicos, a � 124,3 (CH); 124,3 (CH); 124,4 (CH) e 

131,2 (C); 134,9 (C); 135,1 (C), indicativos da presença de ligações duplas de 

carbonos trissubstituídos na estrutura de 36. Os sinais correspondentes a metilas 

vinílicas foram observados a � 15,99; 16,03; 17,7 e 25,7.

Considerando-se estas e as demais informações contidas no espectro de 

RMN de 13C (Tabela 12), a feição apresentada pelo espectro de RMN de 1H e dados 

obtidos no fragmentograma (Figura 44), que exibiu o pico do íon molecular a m/z

410, compatível com a fórmula molecular C30H50, concluiu-se que a substância 36
tratava-se de um triterpeno acíclico, identificado como esqualeno. 
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Tabela 12. Dados de RMN de 13C (CDCl,3 75 MHz)* de 36.

H e C ��H �C �C*

1/24 1,67 25,7 q 25,7

2/23 - 131,2 s 131,1

3/22 5,11 t (J=7,8Hz) 124,3 d 124,3

4/21 2,20 d (J=4,8Hz) 26,8 t 26,8

5/20 2,08 s 39,7 t 39,7

6/19 - 134,9 s 134,8

7/18 5,11 t (J=7,8Hz) 124,3 d 124,3

8/17 2,20 d (J=4,8Hz) 26,7 t 26,7

9/16 2,08 s 39,7 t 39,7

10/15 - 135,1 s 135,0

11/14 5,11 t (J=7,8Hz) 124.4 d 124.4

12/13 2,31 d (J=6,0Hz) 28,3 t 28,3

25/30 1,24* s 17,7 q 17,7

26/29 1,24* s 16,03* q 16,04

27/28 1,54* s 15,99 * q 16,00
Pouchert, (1993); * valores que podem estar trocados

Figura 41. Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3) de 36.
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Figura 42. Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCl3) de 36.

Figura 43. Espectro de RMN 13C-DEPT 135º (75 MHz, CDCl3) de 36.
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Figura 44. Fragmentograma experimental da substância 36.
* Condições: coluna capilar de DB-1; gás de arraste Hélio (1 mL/min); programa: 100-295 ºC a 5 
ºC/min e, depois, 295 ºC a 10 ºC/min; temperatura do injetor: 280 ºC; modo de injeção: 0,1 µL, split 
1:25.

4.3.2.2.2 Identificação de jatrofona (41).

A substância representada na figura 29 e designada por 41, apresentou-se na 

forma de um sólido amorfo, proveniente do extrato GF2 (8,0 mg) [Parte exp. item

3.5.3.2].

Seu espectro de RMN de 1H (Figura 45) apresentou um conjunto de sinais 

com valores de deslocamento químico entre � 1,0 e 6,5, incluindo quatro singletos (�

1,22; 1,34; 1,73; 1,86) e um dupleto em � 1,07 (J= 7 Hz) atribuídos a grupos metila. 

Apresentou também dois dupletos largos em � 6,4 (J=16,2 Hz) e � 5,9 (J=16,2 Hz), e 

dois multipletos em � 5,70 e 5,98 sugestivos a hidrogênios olefínicos, além de sinais 

na região de � 2,0 a 3,0.

O espectro de RMN de 13C (Figura 46) mostrou a presença de vinte sinais os 

quais, com o auxílio das informações fornecidas pelo espectro DEPT 135º (Figura 

47), foram atribuídos a cinco carbonos metínicos (sendo quatro olefínicos), cinco 

carbonos metílicos, dois carbonos metilênicos e oito carbonos tetrasubstituidos 

(sendo dois carbonílicos). Os valores dos deslocamentos químicos observados para 
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os carbonos olefínicos � 123,74 (CH), 137,13 (C), 147,09 (CH) e 141,77 (C), 

revelaram a presença de ligações duplas. Estas informações indicaram que a 

substância 41 tratava-se de um diterpeno do tipo tricíclico. 

O espectro de RMN bidimensional HMQC (Figura 48) possibilitou 

correlacionar os sinais de carbono e hidrogênio diretamente ligados (Tabela 13).

O experimento HMBC (Figura 49) mostrou correlação das atribuições dos 

deslocamentos químicos dos carbonos quaternários C-4, C-6, C-7, C-10, C-12, C-13, 

C-14 e C-15 com isso foram confirmadas as correlações à longa distância com os 

hidrogênios, observadas no espectro HMBC, junto com as demais correlações 

presentes no espectro são apresentadas na Tabela 15.

Esses valores foram compatíveis com os descritos na literatura (GOULART, et 

al.,1993), e os dados obtidos no espectro de massas (Figura 50), que exibiu o pico 

do íon molecular a m/z 312, compatível com a fórmula molecular C20H24O3, concluiu-

se que a substância 41 tratava-se de um diterpeno tricíclico identificado como 

jatrofona.

Figura 45. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) de 41.
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Tabela 13. Dados de RMN de 13C (CDCl3, 75 MHz) e 1H (CDCl3, 500 MHz) de 41
C e H                            HMQC HMBC literatura*

��C �H
2JCH

3JCH �C

1 42,47 t
1,82 (dd; J = 13,5 e 6,0 Hz), H-1a

2,12 (dd; J =  13,5 e 5,8 Hz), H-1b
42,45

2 38,32 d 3,00 (m) H-16 38,30

3 123,74 d 5,8 0(m) H-16 123,70

4 137,13 s - H-5 H-1 137,10

5 147,09 d 5,78 (m) H-17 147,03

6 141,77 s - H-17 H-8 141,75

7 201,90 s - H-9, H-17 201,84

8 128,70 d 5,70 (d; J = 16,2 Hz) H-9 128,71

9 158,94 d 6,40(d; J =  16,2 Hz) H-18 158,71

10 36,61 s - H-19 H-11 36,59

11 41,25 t
2,40 (d; J = 14,0 Hz), H-11a

2,86 (d; J =  14,0 Hz), H-11b

H-11 H-18, H-19
41,25

12 183,18 s - H-20 183,13

13 112,40 s - H-20 H-11 112,36

14 203,80 s - H-20 203,78

15 99,77 s - H-1 99,75

16 18,97 q 0,9(d; J =  7,0 Hz) 18,93

17 20,70 q 1,86 (s) 20,68

18 30,39 q 1,22 (s) 30,38

19 26,89 q 1,34 (s) 26,89

20 6,06 q 1,73 (s) 6,02
*Goulart, et al., (1993)
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Figura 46. Espectro de RMN 13C (125 MHz, CDCl3) de 41.

Figura 47. Espectro de RMN 13C-DEPT 135º (125 MHz, CDCl3) de 41
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Figura 48. Espectro de RMN HMQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de 41
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Figura 49. Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de 41
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Figura 50. Fragmentograma experimental da substância 41.
* Condições: coluna capilar de DB-1; gás de arraste Hélio (1 mL/min); programa: 100-295 ºC a 5 
ºC/min e, depois, 295 ºC a 10 ºC/min; temperatura do injetor: 280 ºC; modo de injeção: 0,1 µL, split 
1:25.
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4.3.2.3 Aromáticos

4.3.2.3.1 Identificação de di(2-etil-hexil) ftalato (42).

A substância representada na figura 29  e designada por 42, foi obtida como 

um dos constituintes do extrato GF3, fração 17 (4,9 mg) e GA3 fração 13 (4,3 

mg)[Parte exp. itens 3.5.3.3 e 3.5.4.1].

Foram obtidos espectros de RMN de 1H (Figura 51), 13C e DEPT 135° 

(Figuras 52 e 53), o espectro de RMN de 1H confirmou a presença de hidrogênios 

ligados a um anel aromático, em � 7,70 e 7,52. Os sinais em � 4,23 correspondem 

aos hidrogênios de grupos metilenos ligados ao oxigênio. Na região entre � 1,7 e 0,9 

identificam-se os sinais referentes aos hidrogênios alifáticos. No espectro de RMN 

de 13C foi identificado um sinal em � 167,7 atribuído ao grupo carboníla de éster 

aromático, além de sinais atribuíveis a carbonos aromáticos em � 132,4, 130,8 e 

128,7. 

O número de sinais referentes aos carbonos aromáticos sugeriram uma 

estrutura simétrica dissubstituída, com dois carbonos quaternários e 4 grupos 

metino, os quais aparecem no espectro de RMN de 1H como dubletos de dubletos 

em � 7,70 e 7,52. Esses dados permitem a proposição da estrutura parcial de um 

anel aromático com duas substituições de grupos carbonila. Como o sinal em �

132,4 também aparece com intensidade menor isso reforçou a idéia de que este 

sinal corresponde aos carbonos quaternários da estrutura proposta. A partir dos 

deslocamentos dos carbonos (Tabela 14) da substância e por comparação aos 

descritos por Rao et al. (2000), que isolou substância das folhas de Cassia 

auriculata, concluiu-se que trata-se do di(2-etil-hexil) ftalato (DEHP), os dados 

obtidos no espectro de massas, que exibiu o pico do íon molecular a m/z 390 (Figura 

54), compatível com a formula molecular C24H38O4  reforçaram essa conclusão. 
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Após a confirmação de que a substância era um ftalato, foi analisada a 

hipótese de uma possível contaminação. Foram realizadas análises cromatográficas 

dos extratos etanólicos dos materiais plásticos utilizados no laboratório (tampa 

plástica dos frascos utilizados para armazenar as frações e dos resíduos de 

solventes concentrados, não sendo detectada tal substância. Segundo Rao et al. 

(2000), este ftalato é encontrado como sedimentos, na água, solos, plantas e 

organismos aquáticos, sugerindo que este componente possa ser proveniente da 

poluição das águas.

Tabela 14. Dados de RMN de 1H (CD3OD, 500 MHz) e 13C (CD3OD, 125MHz) de 42

H e C ��H �C Literatura �C*

1 - 132,1 (C) 132,4

2 - 132,1 (C) 132,4

3 7,70 dd (J= 3,5; 6,0 Hz) 128,4 (CH) 128,7

4 7,52 dd (J= 3,5; 6,0 Hz) 131,0 (CH) 130,8

5 7,52 dd (J= 3,5; 6,0 Hz) 131,0 (CH) 130,8

6 7,70 dd (J= 3,5; 6,0 Hz) 128,4 (CH) 128,7

1” – 1’ 4,23 dd (J= 1,3; 4,0 Hz) 67,7 (CH2) 68,1

2” – 2’ 1,69 dd (J= 6,0; 12,0 Hz) 30,2 (CH) 30,3

3” – 3’ 1,42 m 38,7 (CH2) 38,7

4” – 4’ - 28,7(CH2) 28,9

5” – 5’ - 22,6(CH2) 22,9

6” – 6’ 0,90 m 13,0 (CH3) 14,0

7” – 7’ - 23,5 (CH2) 23,7

8” – 8’ 0,92 m 10,0 (CH3) 10,9

9” – 9’ - 167,8(COO) 167,7

*Rao et al.(2000) 
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Figura 51. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) de 42.

Figura 52. Espectro de RMN de13C (125 MHz, CD3OD) de 42.
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Figura 53. Espectro de RMN de 13C-DEPT 135º (125 MHz, CD3OD) de 42.

Figura 54. Fragmentograma experimental da substância 42.
* Condições: coluna capilar de DB-1; gás de arraste Hélio (1 mL/min); programa: 100-295 ºC a 5 
ºC/min e, depois, 295 ºC a 10 ºC/min; temperatura do injetor: 280 ºC; modo de injeção: 0,1 µL, split 
1:25.
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4.3.2.3.2 Identificação de ácido 3-metóxi-4-hidroxibenzóico (49)

A substância representada na Figura 29 e designada por 49 apresentou-se na 

forma de um sólido cristalino, o qual foi obtido do extrato GF3, fração 10 (83,4mg) 

(Parte exp. 3.5.3.3).

O espectro de RMN de 1H (Figura 55) apresentou três sinais correspondentes 

aos hidrogênios aromáticos e indicativos de um anel trissubstituído a: � 7,87 (sl); 

7,54 (d, J = 1,7 Hz) e 6,82 (d, J= 8,4 Hz). Foi também observado neste espectro um 

sinal correspondente a um grupo metoxila em � 3,87. As análises dos dados obtidos 

dos espectros de RMN de 13C e DEPT 135º (Figura 56 e 57) definiram a estrutura da 

substância como a do ácido 3-metóxi-4-hidroxibenzóico (ácido vanílico), em função 

da presença de 8 sinais compatíveis com um anel aromático contendo três 

substituintes (uma carboxila, uma metoxila e uma hidroxila), nas posições 1, 3 e 4 , 

respectivamente. Estes dados mostraram-se bastante semelhantes aos sinais 

descritos na literatura para esta substância (SILVA, 2007), [Tabela 15].

Tabela 15. Dados de RMN de 1H -(CD3OD, 300 MHz) e 13C -(CD3OD, 75 MHz) de 49

Nº ��H �C Literatura �C
a, *

1 - 121,7 s 121,0

2 7,54 � (d, J = 1,7 Hz) 113,8 d 112,07

3 - 148,6 s 147,0

4 - 152,4 s 151,4

5 7,87 (sl) 115,8 d 114,8

6 6,82 � (d, J= 8,4 Hz) 125,1 d 123,4

OCH3 3,87 (s) 56,3 q 55,5

COOH - 168,0 s 165,0
*Silva, (2007); a-DMSO-d6, 125 MHz
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Figura 55. Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CD3OD, CH3COOH e H2O) de 49.

Figura 56. Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CD3OD, CH3COOH e H2O) de 49.
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Figura 57. Espectro de RMN de 13C-DEPT 135º (75 MHz, CD3OD, CH3COOH e H2O) de 49.

4.3.2.3.3 Identificação de 3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)propenóico (50)

A substância representada na Figura 29 e designada por 50 apresentou-se na 

forma de um sólido cristalino, o qual foi obtido do extrato GF3, fração 10 (83,4mg) 

(Parte exp. item 3.5.3.3).

Os dados de RMN de 1H, 13C e DEPT 135° (Figura 58, 59 e 60) de 50 estão 

reunidos na Tabela 16. A análise destes dados revelou a presença de um anel 

aromáticos do tipo 1,3,4 – trissubstituído caracterizados pelos conjuntos de sinais a: 

d, J dd, J d, J = 1,9 Hz) 

e um sinal correspondente a um grupo metoxila em 3,89 (s). Também puderam ser 

íveis aos hidrogênios olefínicos 
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ílico -insaturado. Estes hidrogênios estão 

acoplados entre si com Jtrans = 15,9 Hz. O sinal observado a 171,0 � no espectro de 

RMN de 13C indicou a presença de uma carbonila. Desta forma, e também com base 

nos dados fornecidos pelo RMN de C e DEPT 135° que apresentou 10 sinais, 

confirmou-se a ser a substância 3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)propenóico também 

conhecida como 4-hidróxi-3-metóxicinâmico ou ainda ácido Isoferúlico 50.

Tabela 16. Dados de RMN de 1H e 13C de 50, (CD3OD, CH3COOH e H2O, 300 MHz e 75 MHz)

H e C ��H �C

1 - 127,7 s

2 7,17 (1H, d, J = 1,9 Hz) 111,6 d

3 - 149,3 s

4 - 150,3 s

5 d, J = 8,2 Hz) 116,7 d

6 7,04 (1H, dd, J = 1,9; 8,2 Hz) 123,8 d

7,54 (1H, d J = 15,9 Hz) 146,6 d

6,29 (1H, d J = 15,9 Hz) 116,4 d

COOH - 171,0 s

OCH3 3,89 (s). 56,4 q

Figura 58. Espectro de RMN 1H (300 MHz, CD3OD, CH3COOH e H2O,) de 50.
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Figura 59. Espectro de RMN 13C (75 MHz, CD3OD, CH3COOH e H2O,) de 50.

Figura 60. Espectro de RMN 13C-DEPT 135º (75 MHz, CD3OD, CH3COOH e H2O,) de 50
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4.3.2.3.4 Identificação de Ácido p-hidroxibenzóico (51).

A substância representada na Figura 29 e designada por 51 apresentou-se na 

forma de um sólido cristalino, o qual foi obtido do extrato GF3, fração 11 (112,7 mg) 

(Parte exp. item 3.5.3.3).

O espectro de RMN de 1H (Figura 61) apresentou sinais indicativos da 

presença de um anel aromático para-substituído (dubletos em ; J= 8,5 

Hz). Esta informação foi confirmada pelos sinais presentes no espectro de RMN de 
13C (Figura 62) 115,0; 121,3; 132,1 e 1612,3), os quais, aliados às informações 

fornecidas pelo espectro DEPT 135º (Figura 63) mostraram-se compatíveis com os 

de um anel aromático possuindo dois substituintes em orientação para, sendo um 

deles oxigenado (hidroxila) e o outro uma carboxila (169,2 �). Após comparação dos  

valores de deslocamento químico dos sinais do espectro de RMN de 13C com 

informações da literatura (POUCHERT, 1993) pôde-se constatar que a substância 

tratava-se do ácido p-hidroxibenzóico (Tabela 17).

Tabela 17. Dados de RMN de  1H (CD3OD 300 MHz) e 13C (CD3OD 75 MHz) de 51,

H e C ��H �C Literatura �C
a*

1 - 121,3 s 121,4

2 7,81 (d, J= 8,5 Hz) 132,1 d 131,5

3 6,79 (d, J= 8,5 Hz) 115,1 d 114,9

4 7,81 (d, J= 8,5 Hz) 162,3 s 161,5

5 6,79 (d, J= 8,5 Hz) 115,2 d 114,9

6 - 132,1 d 131,4

COOH - 169,2 s 167,5
*Pouchert, (1993); a-(CDCl3 + DMSO-d6, 75 MHz)
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Figura 61. Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CD3OD,) de 51

Figura 62. Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CD3OD,) de 51
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Figura 63. Espectro de RMN de 13C-DEPT 135º (75 MHz, CD3OD,) de 51.

4.3.2.3.5 Identificação de ácido p-metoxibenzóico (52).

A substância representada na Figura 29 e designada por 51 apresentou-se na 

forma de um sólido cristalino, o qual foi obtido do extrato GF3, fração 11 (112,7 mg) 

(Parte exp. item 3.5.3.3).

Os espectros de RMN de 1H, 13C e DEPT 135º (Figura 64, 65 e 66) desta 

substância mostraram-se bastante semelhantes aos do ácido �-hidroxibenzóico 

(Resultado e Discussão, item 4.3.4.4.), com exceção da presença de um sinal 

adicional referente a um grupo metoxila (�H 3,79, �C 55,1). Assim, esta substância foi 

identificada como o do ácido p-metoxibenzóico 52, cujos dados espectrais 

apresentaram uma boa correlação com os relatados na literatura (POUCHERT, 

1993) [Tabela 18].
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Tabela 18. Dados de RMN de 1H (CD3OD e H2O 300 MHz) e 13C (CD3OD 75 MHz) de 52
Nº ��H �C Literatura �C

a*

1 - 122,5 s 123,0

2 7,95 (d, J= 8,5 Hz) 131,6 d 131,3

3 6,88 (d, J= 8,5 Hz) 113,6 d 113,4

4 - 163,2 s 162,7

5 7,95 (d, J= 8,5 Hz) 113,3 d 113,4

6 6,88 (d, J= 8,5 Hz) 131,6 d 131,3

8 3,79 (s) 55,1 q 55,2

COOH - 163,2 s 167,1
*Pouchert, (1993); a =(CDCl3 + DMSO-d6, 75 MHz)

Figura 64. Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CD3OD e H2O,) de 52
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Figura 65. Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) de 52

Figura 66. Espectro de RMN de 13C-DEPT 135º (75 MHz, CDCl3) de 52
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4.3.2.3.6 Identificação de ácido 3,4-dimetoxibenzóico (53)

A substância representada na Figura 29 e designada por 53 apresentou-se na 

forma de um sólido cristalino, o qual foi obtido do extrato GF3, fração 11 (112,7 mg) 

(Parte exp. item 3.5.3.3).

Os espectros de RMN de 1H, 13C e DEPT 135º (Figura 67, 68 e 69) desta 

substância mostraram-se bastante semelhantes aos do ácido vanílico (Resultado e 

Discussão, item 4.3.4.2.). Com exceção da presença de um sinal correspondente a 

dois grupos metoxila em � 4,70. (�C 55,9 e �C 56,0). Assim, esta substância foi 

identificada como o do ácido 3,4-dimetoxibenzóico 53, cujos dados espectrais 

apresentaram uma boa correlação com os relatados na literatura (POUCHERT, 

1993) [Tabela 19].

Tabela 19. Dados de RMN de  1H (CD3OD, 300 MHz) e 13C (CD3OD, 75 MHz), de 53

Nº ��H �C Literatura �C
a*

1 - 123,8 s 123,2

2 8,10 � (d, J = 1,7 Hz) 113,0 (CH) 112,0

3 - 149,5 s 148,2

4 - 154,1 s 152,5

5 7,54 � (d, J= 8,4 Hz) 111,3 d 110,5

6 8,20 �  (dd, J = 8,4 e 1,7 Hz) 124,6 d 123,3

OCH3 4,70(s) 56,1 q 55,6

OCH3 4,70 (s) 55,9 q) 55,5

COOH - 169,4 s 167,3
*Pouchert, (1993); a =(CDCl3 + DMSO-d6, 75 MHz)
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Figura 67. Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CD3OD, CDCl3 e H2O) de 53

Figura 68. Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CD3OD) de 53
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Figura 69. Espectro de RMN de 13C-DEPT 135º (75 MHz, CD3OD) de 53

4.3.2.4 Ácido

4.3.2.4.1 Identificação de ácido hexadecanóico (44) [ácido palmítico]

A substância representada na Figura 29 e designada por 44 apresentou-se na 

forma de um sólido amorfo, proveniente da GEF3 das subfrações 5.12-5.18 (5,1 mg) 

[Parte exp.  3.5.3.3], sendo esta obtida também nas frações 2.17-2.19 oriunda de 

GEF2 (3,2 mg) item 3.5.3.2.

Seu espectro de RMN de 1H (Figura 70) apresentou sinais compatíveis com 

os de um hidrocarboneto saturado, dentre eles: um tripleto largo em � 2,25, um 

multipleto em � 1,57, atribuíveis respectivamente a grupo metilênicos 
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carbono carboxílico, apresentou ainda sinais em � 1,27 atribuíveis a uma série de 

carbonos metilênicos e sinal a � 0,90 característica de metila terminal.  

Nos espectros de RMN de 13C e DEPT 135º (Figura 71 e 72), foram 

evidenciados sinais atribuíveis a uma cadeia longa de ácidos saturados seis sinais 

foram facilmente reconhecidos em � 176,4 atribuído ao carbono carbonílico, � 33,6; 

28,8; 31,6; 22,3 e 13,0 atribuídos respectivamente aos carbonos C-2, C-3 e aos 

- - -1. Os sinais restantes na região � 28,9-29,3 se 

apresentaram como um "envelope de metileno”. 

Considerando-se estas informações contidas no espectro de RMN de 13C 

(Tabela 20), a feição apresentada pelo espectro de RMN de 1H e dados obtidos no 

espectro de massas, que exibiu o pico do íon molecular a m/z 256 (Figura 73), 

compatível com formula molecular C16H32O2, concluiu-se que a substância 44
tratava-se de um ácido saturado, identificado como ácido hexadecanóico.

Tabela 20. Dados de RMN de 1H (CD3OD, 500 MHz) e 13C (CD3OD, 125MHz) de 44

H e C ��H �C

1 - 176,4 s

2 2,5  (t, J = 7,4 Hz) 36,6 t

3 1,7 m 28,8 t

4-13 1,27 s 28,9-29,3 t

1,27 s 31,6 t

1,27 s 22,3 t

0,9 (t, J = 6,8 Hz) 13,1 q
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Figura 70. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) de 44.

Figura 71. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CD3OD) de 44.
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Figura 72. Espectro de RMN de 13C-DEPT 135º (125 MHz, CD3OD) de 44.

50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 400.0
0.0

25.0

50.0

75.0

100.0

%
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60

129

21397 157 256185143 19945 234 313280 300 355 380338 396

Figura 73. Fragmentograma experimental da substância 44.
* Condições: coluna capilar de DB-1; gás de arraste Hélio (1 mL/min); programa: 100-295 ºC a 5 
ºC/min e, depois, 295 ºC a 10 ºC/min; temperatura do injetor: 280 ºC; modo de injeção: 0,1 µL, split 
1:25.
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4.3.2.5 Ésteres

4.3.2.5.1 Identificação de octadecanoato de metila (46) [estearato de metila]

A substância representada na Figura 29 e designadas por 46, proveniente do 

extrato GA2 fração 9 (4,7 mg) [Parte exp. item 3.5.4.1].

Seu espectro de RMN de 1H (Figura 74) apresentou deslocamentos químicos 

na região de hidrogênios alifáticos. Observou-se a presença de tripleto em t, 

J = 6,8 Hz) atribuído a presença de metila terminal. Na região entre 

observou-se um singleto largo (sl) atribuível a ligações – s) 

correspondentes a hidrogênio ligado a carbono oxigenado. O tripleto em 2,28

indica a presença de CH2 ligado a carbonila.

O espectro de RMN de 13C e DEPT 135°(Figura 75 e 76) confirmou a 

presença de sinais de carbonos alílicos ( ça de sinal em 

51,4 característicos de carbono oxigenado. Esses dados sugeriram ser a molécula 

um éster de cadeia longa. Para a confirmação, foi realizada análise CG-EM (Figura 

77), o qual junto com os demais dados obtidos (Tabela 21), confirmaram que a 

substancia 46  tratava-se do octadecanoato de metila.

Tabela 21. Dados de RMN de 1H (CDCl3, 500 MHz)e 13C (CDCl3, 125MHz) de a 46

H e C ��H �C

1 (COO) - 174,4 s)

2 2,28 (t, 7,4 Hz) 34,0 t

3 - 24,9 t

4-15 1,23 sl 29,1-29,9 t

16 1,08 s 32,0 t

17 1,57 sl 22,5 t

18 0,86 (t, 6,8 Hz) 14,1 q

CH3 3,64 s 51,4 q
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Figura 74. Espectro de RMN de1H (500 MHz, CDCl3) de 46,

Figura 75. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCl3) de 46,
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Figura 76. Espectro de RMN de 13C DEPT 135°(125 MHz, CDCl3) de 46,

50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 400.0
0.0
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100.0
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Figura 77. Fragmentograma experimental da substância 46.
* Condições: coluna capilar de DB-1; gás de arraste Hélio (1 mL/min); programa: 100-295 ºC a 5 
ºC/min e, depois, 295 ºC a 10 ºC/min; temperatura do injetor: 280 ºC; modo de injeção: 0,1 µL, split 
1:25.

4.3.2.5.2 Identificação de ésteres 17, 19, 45, 46, 27 e 47

As substâncias representadas na Figura 29 e designadas por 17, 19, 45, 46, 

27 e 47, proveniente do extrato GF2 subfrações 4.13-4.18 (6,4 mg) [Parte exp. item 

3.5.3.1].
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O espectro de RMN de 1H (Figura 78) apresentou deslocamentos químicos na 

região de hidrogênios alifáticos. Observou-se a presença de tripleto em ,96 

atribuído a presença de metila terminal. Na região entre e 2,25 observaram-se 

vários multipletos que podem ser atribuídos a ligações –

e 5,09 devido à presença de duas ligações duplas, sinal em 

a hidrogênio ligado a carbono oxigenado. Os tripletos em indicam a 

presença de CH2 ligado a carbonila.

O espectro de RMN de 13C (Figura 79) confirmou a presença de sinais de 

carbonos olefínicos ( ílicos (

presença de sinais em ísticos de carbono oxigenado. Esses 

dados sugeriram serem as moléculas ésteres de ácido graxo de cadeia longa. Para 

a confirmação, optou-se por fazer análise em CG-EM (Figura 80). A fração 

apresentou 6 picos os quais corresponderam as substâncias listadas na tabela 22.

Tabela 22. Ésteres (17, 19, 45, 46, 27 e 47) identificados por CG-EM 
N° Componente TR ÍR MM

17 hexadecanoato de metila 11,360 87,00-143,00 270

19 Hexadecanoato de etila 12,235 101,00-70,00 284

45 8-Octadecenoato de metila 13,728 69,00-83,00 296

46 Octadecanoato de metila 14,078 87,00-143,00 298

27 9-octadecenoato de etila 14,685 69,00-83,00 310

47 hexadecanoato butila 14,918 57,00-257,00 312
TR= Tempo de retenção, IR= Íons de referencia, MM= Massa molecular
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Figura 78. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDl3) dos ésteres 17, 19, 45, 46, 27 e 47.

Figura 79. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCl3) dos ésteres 17, 19, 45, 46, 27 e 47
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Figura 80. Cromatograma total e fragmentogramas experimentais das substâncias 17, 19, 45, 46, 27
e 47.
* Condições: coluna capilar de DB-1; gás de arraste Hélio (1 mL/min); programa: 50-320 ºC a 3
ºC/min e, depois, 320 ºC a 10 ºC/min; temperatura do injetor: 240 ºC; modo de injeção: 0,1 µL, split 
1:50.
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4.3.2.6 Alcalóides 

4.3.2.6.1 Identificação de Pirimidina-2,4(1H,3H)-diona (uracila) 48

A substância representada na Figura 29 e designada por 48, isolada do 

extrato GF4 (5,2 mg) [Parte exp. 3.5.3.4], sendo esta identificada também nos 

extratos GA4, GS4 e GR4 (Parte exp. itens 3.5.4.1, 3.5.4.2 e 3.5.4.3).

O espectro de RMN de ¹H de 48 (Figura 81)

d, J d, J = 7,7 Hz) atribuíveis a hidrogênios olefinicos e sinal 

ível a hidrogênio ligado a nitrogênio.

Os espectros de RMN de ¹³C e DEPT 135° (Figura 82 e 83) apresentaram 

quatro sinais sendo dois comumente atribuídos a carbonilas -2) e 165,0 

(C-4) e dois sinais atribuíveis a carbonos metíni -5) e 142,8 (C-6). 

Através da obtenção do experimento de HMQC (Figura 84) que confirmou as 

correlações das atribuições dos deslocamentos químicos dos carbonos C-6 (142,8), 

C-5 (100,9) respectivamente com os hidrogênios em ções 

obtidas através do experimento HMBC (Figura 85) que são apresentados na Tabela 

23 e os dados obtidos do espectro de massas (Figura 86), que exibiu o pico do íon 

molecular a m/z 112, compatível com a fórmula molecular C4H4N2O2, concluiu-se que  

a substância 48 tratava-se de uma base pirimidínica, identificado como Pirimidina-
2,4(1H,3H)-diona (uracila).
Tabela 23. Dados de RMN de 1H (500 MHz, DMSO-d6 , CD3OD) e 13C (CD3OD, 125MHz) de 48

Nº (��H) (�C)

1-NH 10,97 sl -

2-C=O - 152,2

3-NH 10,97 sl -

4-C=O - 165,0 s

5 5,44 (1H, d, J = 7,7 Hz) 100,9 d

6 7,37 (1H, d, J = 7,7 Hz) 142,8 d
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Figura 81. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, DMSO-d6 ,CD3OD) de 48.

Figura 82. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6) de 48.
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Figura 83. Espectro de RMN de 13C-DEPT 135º (125 MHz, DMSO-d6) de 48.

Figura 84. Espectro de RMN de HMQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de 48.
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Figura 85. Espectro de RMN de HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de 48.
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Figura 86. Fragmentograma experimental da substância 48.
* Condições: coluna capilar de DB-1; gás de arraste Hélio (1 mL/min); programa: 100-295 ºC a 5 
ºC/min e, depois, 295 ºC a 10 ºC/min; temperatura do injetor: 280 ºC; modo de injeção: 0,1 µL, split 
1:25.

4.3.2.6.2 Identificação de uridina (43)

A substância representada na Figura 29 e designada por 43, proveniente do 

extrato GF4 (7,7 mg) [Parte exp. 3.5.3.5.], sendo esta identificada também no extrato 

GA4 (Parte exp. 3.5.4.1).
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Os sinais do espectro de RMN de 1H e de 13C de 43 (Figura 87 e 88)

mostraram boa correlação com os observados para a base pirimidínica 48, com 

exceção dos sinais em � 3,5 (dd, J = 3,0 e 6,0 Hz), � 3,8 (dd, J = 3,0 e 6,0 Hz), �

3,90 (m), � 4,18 (m) e � 5,7 (J = 5,4 Hz) do espectro de RMN de 1H que revelou a 

presença de hidrogênios presentes em açúcares (� 3,50 – 5,70) os quais 

apresentaram correlações no espectro HMQC (Figura 89) com os sinais a � 60,8 

(CH2), 84,5 (CH), 69,8 (CH), 73,5 (CH) e 87,6 (CH) respectivamente. O carbono �

87,69 (CH) apresentou correlação no espectro HMBC (Figura 90) com o hidrogênio �

7,37, sugeriram a ligação existente do resíduo de açúcar presente na estrutura.

Através da obtenção do experimento de HMQC que confirmou as correlações 

das atribuições dos deslocamentos químicos dos carbonos C-5’ (� 60,8), C-4’ (�

84,8) respectivamente com os hidrogênios em � 3,86 e 3,50 e demais correlações 

que são apresentadas na Tabela 24, concluiu-se que  a substância 43 tratava-se de 

uma base pirimidínica ligada a um açúcar ribofuranose identificado como Uridina.
Tabela 24. Dados de RMN de 13C (CD3OD, 125MHz) e RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6 , CD3OD) de 43

                           HMQC HMBC

H e C ��C �H
2JCH

3JCH

1-NH - -

2-C=O 150,7 s - H-6

3-NH - -

4-C=O 163,1 s - H-6

5 101,7 d 5,65 (1H, d, J = 7,8 Hz) H-6

6 140,7 d 7,90 (1H, d, J = 7,8 Hz) H-5 H-1’

1’ 87,6 d 5,7 (J = 5,4 Hz) H-2’

2’ 73,5 d 4,18 (m) H-3’ - H-3’

3’ 69,8 d 3,9 (m) H-2’ - H-4’

4’ 84,85 d 3,8 (dd, J = 3,0 e 6,0 Hz) H-5’ H-2’

5’ 60,8 t 3,5 (dd, J = 3,0 e 6,0 Hz) H-4’
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Figura 87. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, DMSO-d6 ,CD3OD) de 48.



Resultados e Discussão                                                                                                                      151

Talal Suleiman Mahmoud

Figura 88. Espectro de RMN de13C (125 MHz, DMSO-d6) de 48.

Figura 89. Espectro de RMN de HMQC (500 e 125 MHz, DMSO-d6) de 48.

Figura 90. Espectro de RMN de HMBC (500 e 125 MHz, DMSO-d6) de 48.
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4.4 Análises da substância inorgânica 

A substância inorgânica que foi isolada em todos os órgãos estudados da 

espécie G. elegans, nos extratos, clorofórmico, metanólicos e aquoso. A massa 

média da substância correspondeu a 11% da massa total do extrato obtido, 

demonstrando ser ela a substância majoritária contida na espécie analisada.

A Figura 92 mostra o espectro de XPS total, com a descrição dos possíveis 

átomos dos compostos pertencentes à parte isolada da planta. Pode-se observar a 

presença de Na, K, N, O e Cl. O espectro de alta resolução da região de K 2p 

apresentou dois picos correspondentes ao 2p1/2 e 2p3/2, com energias de ligação 

(BE) de 295,6 eV e 293,1 eV, respect 3). Na 

região do O 1s a desconvolução do espectro apresentou dois picos com BE de 

532,4 eV e 530,7 eV (Figura 94). Para o N 1s o espectro de XPS da amostra 

apresentou um sinal com BE em 407,3 eV (Figura 95). Na região do Cl 2p a amostra 

mostrou um pico com BE de 199,8 eV (Figura 96).

De acordo com os espectros de alta resolução de XPS observou-se a 

presença de alguns compostos inorgânicos (Tabela 25, Figura 91) na amostra. Os 

sinais de BE de K 2p3/2 em 293,1 eV , N 1s em 407,2 eV e O 1s em 532,4 eV são 

característicos de KNO3 (NEFEDOV et al., 1997), o que confirmou a presença deste 

sal na amostra. 

O espectro de Cl 2p com BE de 199,8 eV, juntamente com o de K 2p 

caracterizou a presença de KCl (NEFEDOV et al., 1997). Outro fator relevante é a 

presença de um sinal de O 1s (desconvolução) em torno de 530,7 eV, podendo estar 

relacionado com a presença de diferentes tipos de óxidos de potássio (K2O, K2O2, 

KOx) [LAMONTAGNE et al., 1995].
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Tabela 25. Resultados das concentrações atômicas obtidas da análise do sal inorgânico obtido dos 
órgãos vegetais de G. elegans
Nome % Concentração

Cl 2p 8,342

O 1s 33,168

Ox 10,166

N 1s 4,761

K 2p3/2 18,100

k 2p1/2 25,090

Na 1s 0,372

Figura 91. Resultados das concentrações atômicas obtidas da análise do sal inorgânico obtido de 
órgãos de G. elegans.
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Figura 92. Espectro total de XPS para a amostra do sal inorgânico obtido de órgãos de G. elegans.
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Figura 93. Espectro de XPS de alta resolução para K 2p do sal inorgânico obtido de órgãos de G. 
elegans.
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Figura 94. Espectro de XPS de alta resolução para N 1s do sal inorgânico obtido de órgãos de G. 
elegans.
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Figura 95. Espectro de XPS em alta resolução para O 1s do sal inorgânico obtido de órgãos de G. 
elegans.
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Figura 96. Espectro de XPS em alta resolução para Cl 2p do sal inorgânico obtido de órgãos de G. 
elegans.
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4.5 Avaliações dos perfis cromatográficos da espécie G. elegans

A utilização da CLAE-AFD é uma ferramenta muito útil na caracterização do 

perfil químico de plantas, permitindo caracterizar simultaneamente as substâncias 

constituintes ou seus principais grupos estruturais (SELMA et al., 2002). Na análise 

por CLAE buscou-se verificar comparativamente a composição química dos extratos 

vegetais.

Após avaliação de diferentes condições cromatográficas para realização do 

experimento por CLAE-AFD, foi selecionada uma condição para os extratos 

clorofórmicos e uma condição para os extratos metanólicos e aquosos (as condições 

utilizadas nas cromatografias estão descritas na parte experimental item 3.6. Perfis 

cromatográficos). Nas Figuras 97, 98 e 99 encontram-se os cromatogramas obtidos 

dos extratos dos órgãos da espécie de G. elegans (Col1), sendo eles GF2, GF3, 

GF4, GS2, GS3, GS4, GA2, GA3, GA4, GR2, GR3, GR4.

A Figura 97 mostra o perfil cromatográfico e perfil espectroscópico por RMN 

de 1H dos extratos GF2, GS2, GA2 e GR2 a partir da análise dos sinais 

apresentados no cromatograma análise de seus espectros de RMN de 1H foi 

possível verificar que a composição química nos quatro órgãos da planta são

bastante semelhante, sendo notada a diferença apenas entre as concentrações dos 

sinais, como pode ser verificado no cromatograma de GA2 o qual apresenta maior 

intensidade de sinais na região das substâncias menos polares (20 - 25 min) de 

acordo com as condições de análise.

Foram observadas através de espectros de UV as seguintes substâncias: 

jatrofona 41; (tr = 14,4 min), sendo esta substância presente no extrato GF2, ftalatos 

(tr = 22,9 e,23,5 min), a substância com tr = 23,5 corresponde a substância di-(2-etil)-

hexil ftalato 42 cujos sinais apresentam-se em todos o cromatogramas destes 

extratos foram observados muitos outros sinais, caracterizando extratos ricos em 

várias substâncias.
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Figura 97. Cromatogramas e espectros de RMN de 1H (300 MHz, CDCl3), obtido dos extratos 
clorofórmios (folhas, caule submerso, caule aéreo e raiz adventícia) de G. elegans (Col1).

Os cromatogramas (Figura 98) obtidos para os extratos de GF3, GS3, GA3 e 

GR3 sugerem que também possuam perfis cromatográficos similares. Sendo 

observada diferença apenas entre as concentrações dos sinais onde se verifica que 

o cromatograma de GA3 e GS3, apresenta maior intensidade. 
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Foram observadas através de espectros de UV as seguintes substâncias: 

uracila (48) [tr = 3,1 min], uridina (43) [tr = 4,1 min], ácido p-hidroxibenzoico (51) [tr = 

25,4 min], ácido vanílico (49) [tr= 29,04 min], ácido isoferúlico (50) [tr =37,52 min], 

ácido 3,4-dimetoxibenzóico (53) [tr = 37,9 min], ácido p-metoxibenzóico (52) [tr = 44,7 

min] e di-(2-etil)-hexil ftalato (42) [tr = 74,4 min] cujos sinais apresentam-se em todos 

o cromatogramas com maior ou menor intensidade nestes extratos. Foram 

observados muitos outros sinais de média polaridade (20 – 60 min), caracterizando 

também como extratos ricos em varias substâncias.
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Figura 98. Cromatograma e RMN de 1H (300 MHz, CD3OD), obtido dos extratos metanóicos (folhas, 
caule submerso, caule aéreo e raiz adventícia) de G. elegans (Col1).
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Através da comparação entre cromatogramas obtidos para os extratos de 

GF4, GS4, GA4 e GR4 representado na Figura 99 foi possível verificar que no 

extrato GS4 há a presença de substância majoritária com tr = 10,9 min, 

caracterizada pelo seu espectro de UV com sendo derivado de polissacarídeo, foram 

observadas também através de espectros característicos de UV as seguintes 

substâncias: uracila (48) [tr = 3,1 min], uridina (43) [tr = 4,1 min]. Nos outros extratos 

analisados percebe-se que possuem perfis cromatográficos similares. Sendo 

observada a diferença apenas entre as concentrações dos picos onde se verifica 

que o cromatograma de GF4, apresenta maior intensidade.
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Figura 99. Cromatograma e RMN de 1H (300 MHz, CD3OD, D2O)obtido extratos aquosos (folhas, 
caule submerso, caule aéreo e raiz adventícia)de G. elegans (Col1).

A análise dos cromatogramas dos extratos brutos obtidos de GF, GA, GS e 

GR mostram que ocorrem presenças de substâncias de alta polaridade eluindo na 



Resultados e Discussão                                                                                                                      162

Talal Suleiman Mahmoud

região de 3 à 10 min., substâncias de média polaridade eluidas entre 13 à 35 min o 

que não é verificado nos extratos clorofórmicos, que apresentam substâncias de 

baixa polaridade eluidas na região entre 20 à 25 min. 

Analisando todos os extratos de cada órgão observaram-se sinais de 

substâncias com espectros no UV definidos, fornecendo um cromatograma, no qual 

constam sinais de substâncias com tempos de retenção que variam entre 2,8 e 79,2 

min. Análises dos espectros de absorção no UV desses sinais revelam que eles 

apresentam padrão similaridade de absorção ao redor de 211-640 nm, confirmando 

que independentemente do órgão analisado eles apresentam substâncias com 

diferentes concentrações quando avaliadas pela intensidade de absorção, mas nos 

permitimos sugerir que as partes da planta possuem perfis comatográficos 

semelhantes.

4.6 Análise do efeito da sazonalidade no rendimento e composição química 
de Gomphrena elegans

4.6.1 Rendimento

A variação do rendimento dos extratos da espécie foi avaliada em função da 

variação dos dados meteorológicos (temperatura e precipitação, média mensal)

obtidos com a Embrapa-Dourados-MS, para o período de fevereiro de 2007 a março 

de 2008 (Figura 100). Os extratos obtidos das folhas, caule submerso, caule emerso 

e raiz adventícia de Gomphrena elegans apresentaram uma variação significativa 

em massa nos rendimentos, e indicaram um padrão de variação em função dos 

dados metereológicos.



Resultados e Discussão                                                                                                                      163

Talal Suleiman Mahmoud

Figura 100. Parâmetros metereológicos de precipitação média mensal e temperatura média mensal 
durante o périodo de coleta de G. elegans.

Conforme é apresentado na Figura 101, ocorreu uma variação na obtenção 

das massas durante o período analisado relativa aos extratos da terceira coleta 

(Col3), a qual apresentou maior rendimento no caule aéreo e caule submerso em 

relação as outras coletas, em relação a raiz adventícia e folhas mantiveram-se as 

médias das outras coletas.

Figura 101: Massa total em gramas obtida nas três coletas (folhas, caule submerso, caule emerso e 
raiz adventícia), de Gomphrena elegans.
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4.6.2 Composição química das três coletas de G. elegans

4.6.2.1 Composição química dos extratos GF1, GA1, GS1 e GR1 das três 

coletas de G. elegans

As concentrações das substâncias encontradas nos extratos GF1, GA1, GS1 

e GR1 foram avaliados em função da variação da composição no período das 

coletas.

Nos extratos hexânicos das folhas de G. elegans foram identificadas 27 

substâncias (Tabela 26). Entre o extrato hexânico obtidos a partir de folhas Col1, 

Col2 e Col3, não foram observadas variações qualitativas significativas, entretanto 

apresentaram 11 substâncias que não estão presentes nos extratos GF1 (Col1), 

sendo que a mesma apresentou 9 substâncias que não foram identificados nos 

extratos GF1 (Col2) e GF1 (Col3).

Foi possível verificar que a composição química de GF1 nas duas coletas 

Col2 e Col3 são muito semelhante, sendo notada diferença apenas entre as 

concentrações dos picos onde se verifica que o cromatograma (Figura 102) das 

folhas apresenta sinais com maior intensidade na região das substâncias menos 

voláteis (100 – 130 min).

Os extratos GF1 de Col2 e Col3 aparentemente possuem composição 

química mais rica em esteróides e triterpenos em relação ao extrato GF1 (Col1). 

Observou-se que ocorreu um aumento de concentração do esqualeno (36) da Col1 

para a Col2 e redução dessa concentração na Col3 e ainda aumento da presença de 

substâncias menos voláteis entre de 100 – 130 min. É conhecido que a partir do seu 

derivado o 2,3-óxido de esqualeno são originados os fitosteróis e triterpenos,

justificando com isso uma diminuição na concentração e um aumento das 

substâncias menos voláteis encontrados na Col3.
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Tabela 26. Substâncias identificadas nos extratos hexânicos obtidos da folha das três coletas de G. 
elegans
Nº Componente IK Área %

GF1

Col1 Col2 Col3

1 Pentadecano 1500 0,71 - -

2 Dihidroactinidiolide 1516 2,96 - -

9 7,11,15-trimetil-3-metileno-hexadec-1-eno 1835 3,84 - -

10 6,10,14-trimetil-pentadecan-2-ona 1840 0,95 - -

13 1-Hexadecanol 1879 0,38 - -

17 Palmitato de metila 1927 14,25 - 3,56

19 Palmitato de etila 1993 8,80 1,07 -

21 Linoleato de metila 2092 7,77 - 1,10

22 Linolenato de metila 2094 21,95 - 5,82

23 6-octadecenoato de metilaa 2096 - 3,35 2,55

24 Laurenan-2-ona 2107 19,63 - 1,55

25 Linoleolato de etila 2157 1,15 1,73 -

26 Linolenato de etila 2162 1,77 - -

28 Docoseno 2195 0,54 - -

35 Heptacosano 2700 0,49 - -

36 Esqualeno 2806 14,34 23,08 7,03

37 Nonacosano 2900 0,47 - 0,58

Ni 3053 - 8,05 2,86

Ni - - 4,87 -

Ni - - 3,54 29,55

Ni - - 20,29 -

Ni - - 4,00 2,74

Ni - - - 0,34

Ni - 6,73 1,36

Ni - - 0,09

Ni - 23,29 36,24

Ni - - 4,63
Ni = não identificado
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Figura 102: Cromatogramas das frações hexânicas obtidos a partir de folhas das três coletas de G. 
elegans.

Nos extratos hexânicos do caule aéreo de G. elegans foram identificados a 

presença de 39 substâncias (Tabela 27). Foi observada (Figura 103) uma variação 

qualitativa significativa na região das substâncias menos voláteis (100 – 130 min). 

Os extratos GA1 da Col2 e Col3 aparentemente possuem uma composição química 

mais rica de esteróides e triterpenos em relação ao extrato GF1 (Col1). 

Observou-se a presença da substância diisobutil ftalato (12) nas três coletas 

com uma concentração maior na Col2 (15,2 %).

Tabela 27. Substâncias identificadas nos extratos hexânicos do caule aéreo das três coletas de G. 
elegans
Nº Componentes IK Área %

GA1

Col1 Col2 Col3

3 1-Hexadeceno 1592 0,72 0,61 0,70
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4 Hexadecano 1600 2,64 - 0,09

Ni 1662 - 0,44 0,15

5 Heptadecano 1700 0,35 - 0,73

Ni 1720 - 8,32 0,29

6 1-octadeceno 1793 - - 1,45

7 3-eicoseno 1794 2,70 - -

8 Octadecano 1800 3,00 - -

Ni 1815 - - 0,95

9 7,11,15-trimetil-3-metileno-hexadec-1-eno 1835 4,88 - 0,19

Ni 1836 - - 0,32

Ni 1837 - - 1,48

10 6,10,14-trimetil-pentadecan-2-ona 1840 - 10,36 1,87

11 8-Metil-1-deceno 1841 0,42 43,41 14,03

12 Diisobutil ftalato 1853 2,90 15,20 0,12

Ni 1855 - - 1,04

13 1-Hexadecanol 1879 0,80 8,53 -

15 Nonadecano 1900 0,27 - -

17 Palmitato de metila 1927 0,56 - -

19 Palmitato de etila 1993 21,87 - -

20 Eicosano 2000 1,76 - -

21 Linoleato de metila 2092 0,19 - -

25 Linoleolato de etila 2157 34,07 - 0,75

26 Linolenato de etila 2162 10,46 - -

27 9-octadecenoato de etila 2164 6,89 - -

28 Docoseno 2195 1,96 - -

29 Docosano 2200 1,62 - -

31 Tetracosano 2400 0,63 - 5,53

34 Hexacosano 2600 - - 2,96

35 Heptacosano 2700 - - 2,23

Ni 2730 - 0,61 22,88

Ni 2735 - - 6,31

Ni 2796 - 1,88 20,20

Ni 2797 - - 1,47
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36 Esqualeno 2806 1,31 2,11 11,04

Ni 2989 - 0,70 -

Ni 3008 - 2,14 -

Ni 3072 - - 1,80

Ni 3077 - 5,69 1,42
Ni = não identificado

Figura 103. Cromatogramas das frações hexânicas obtidos a partir do caule aéreo das três coletas 
de G. elegans.

Nos extratos hexânicos do caule submerso de G. elegans foram identificados 

a presença de 33 substâncias distribuídas nas três coletas (Tabela 28). Foi 

observada na figura 104 uma variação qualitativa significativa na região das 

substâncias mais voláteis (1 – 80 min), a Col3 não apresentou possuir substâncias 

nesse intervalo de tempo de corrida. Observou-se a presença da substância 

diisobutil ftalato (12) na Col2 (1,14 %).
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Tabela 28. Substâncias identificadas nos extratos hexânicos do caule submerso das três coletas de 
G. elegans
Nº Substâncias IK Área %

GS1

Col1 Col2 Col3

1 Pentadecano 1500 0,75 - -

3 1-Hexadeceno 1592 1,46 - -

4 Hexadecano 1600 4,23 0,91 -

Ni 1661 - 1,61 -

5 Heptadecano 1700 0,55 - -

Ni 1768 - 1,06 -

6 1-octadeceno 1793 3,57 8,76 -

7 3-eicoseno 1794 - 2,27 -

8 Octadecano 1800 5,71 1,14 -

9 7,11,15-trimetil-3-metileno-hexadec-1-

eno

1835 5,90 - -

12 Diisobutil ftalato 1853 - 1,14 -

15 Nonadecano 1900 - 1,94 -

17 Palmitato de metila 1927 25,96 - -

19 Palmitato de etila 1993 7,73 - -

20 Eicosano 2000 4,46 - -

Ni 2029 - 1,97 -

21 Linoleato de metila 2092 25,36 - -

22 Linolenato de etila 2094 2,76 - -

23 6-octadecenoato de metila 2096 6,61 - -

25 Linoleolato de etila 2157 1,96 1,49 -

28 Docoseno 2195 1,20 - -

29 Docosano 2200 1,79 - -

31 Tetracosano 2400 - - 4,84

34 Hexacosano 2600 - - 2,14

Ni 2692 - 5,04 3,21

35 Heptacosano 2700 - 2,13 -

Ni 2732 - 21,42 24,23

Ni 2740 - 18,17 19,82
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Ni 2746 - 2,88 -

36 Esqualeno 2806 - 25,03 37,23

37 Nonacosano 2900 - - -

Ni 3072 - 1,36 8,53

Ni 3078 - 1,68 -
Ni = não identificado

Figura 104. Cromatogramas das frações hexânicas obtidos a partir do caule submerso das três 
coletas de G. elegans.

Nos extratos hexânicos da raiz adventícia de G. elegans foram identificados a 

presença de 44 substâncias distribuídas nas três coletas (Tabela 29). 

Os extratos GR1 de Col2 e Col3 demonstraram possuírem uma composição 

química rica em substâncias menos voláteis (acima de 70%), do que o encontrado
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na Col1. O aumento da presença de substâncias menos voláteis entre 100 – 130 

min foram confirmadas conforme cromatograma Figura 105.

Tabela 29. Substâncias identificadas nos extratos hexânicos da raiz adventícia das três coletas de G. 
elegans
Nº Substâncias IK Área %

GR1

Col1 Col2 Col3

3 1-Hexadeceno 1592 1,63

4 Hexadecano 1600 4,43

5 Heptadecano 1700 1,81 5,80

6 1-octadeceno 1793 9,50

8 Octadecano 1800 12,15

10 6,10,14-trimetil-pentadecan-2-one 1840 5,47 1,43

11 8-Metil-1-deceno 1841 - 0,77

14 7,9-di-tert-butyl-1-oxaspiro[4,5]deca-6,9-diene-

2,8-dione

1894 1,59

15 Nonadecano 1900 2,41

16 3-etil-5-(2-etilbutil)-Octadecano 1906 0,88

18 9-Eicoseno 1970 3,47

19 Palmitato de etila 1993 13,38 0,37

20 Eicosano 2000 8,38

24 Laurenan-2-ona 2107 - 3,94

25 Linoleolato de etila 2157 4,03 0,53

26 Linolenato de etila 2162 2,70

27 9-octadecenoato de etila 2164 1,74

28 Docoseno 2195 7,51

29 Docosano 2200 4,83

30 Tricosano 2300 1,71 0,51

Ni 4,02

31 Tetracosano 2400 3,67

32 Pentacosano 2500 3,66 1,12

33 1-Hexacoseno 2595 1,19 -

34 Hexacosano 2600 3,86 8,33
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35 Heptacosano 2700 - 2,16

Ni 47,15

Ni 4,85

Ni 8,64

Ni 12,61

36 Esqualeno 2806 - 1,66 2,78

Ni 2,23

Ni 2,31

Ni 16,37

Ni 1,77

Ni 1,73

Ni 4,02

Ni 3,72

Ni 35,62

Ni 3,26

Ni 0,90

Ni 7,26

Ni 8,52

Ni 5,61
Ni = não identificado
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Figura 105. Cromatogramas das frações hexânicas obtidos a partir da raiz adventícias das três 
coletas de G. elegans.

4.6.2.2 Avaliação dos perfis cromatográficos dos extratos GF2, GF3, GF4, 

GS2, GS3, GS4, GA2, GA3, GA4, GR2, GR3, GR4 das três coletas de G. elegans

Neste trabalho, como foram fracionados os extratos dos órgãos das três 

coletas de G. elegans, optou-se em realizar uma comparação química entre esses 

extratos através do experimento por CLAE-AFD, as condições foram às mesmas 

utilizadas nas análises dos perfis item 4.5 (condição utilizada descritas na parte 

experimental item 3.6.). Nas Figuras 106 á 117 encontram-se os cromatogramas 

obtidos nestas condições.
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A similaridade entre os perfis cromatográficos obtidos para os diferentes 

órgãos da espécie foi avaliada através da comparação dos tempos de retenção dos 

sinais cromatográficos observados. A análise comparativa do perfil cromatográfico 

dos extratos clorofórmico, metanólicos e aquosos de folha, caule submerso, caule 

aéreo e raiz adventícia das três coletas de G. elegans, demonstraram que a planta 

apresenta perfis cromatográficos bastante semelhantes para cada órgão nos 

períodos analisado.

Observou-se que algumas substâncias estão presentes nos extratos 

metanólicos e também se encontram presentes nos extratos aquosos, 

principalmente os de alta polaridade que eluiram entre 3 à 10 min, e substâncias de 

média polaridade eluindo entre 13 à 35 min. Já nos extratos clorofórmicos, 

apresentam substâncias de baixa polaridade eluindo entre 20 e 25 min.

Foi notada diferença entre as concentrações, confirmando que 

independentemente do tempo de coleta realizada os órgãos apresentam as mesmas 

substâncias com diferentes concentrações quando avaliadas pela intensidade de 

absorção. Permitindo-nos sugerir que as partes da planta apresentam perfis com 

certa similaridade nos períodos analisados.
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Figura 106. Cromatogramas obtidos dos extratos clorofórmicos Folhas das três coletas de G. 
elegans.
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Figura 107. Cromatogramas obtidos dos extratos clorofórmicos Caule Submerso das três coletas de 
G. elegans.
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Figura 108. Cromatogramas obtidos dos extratos clorofórmicos Caule Aéreo das três coletas de G.
elegans.
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Figura 109. Cromatogramas obtidos dos extratos clorofórmicos Raiz Adventícias das três coletas de 
G. elegans.
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Figura 110. Cromatogramas obtidos dos extratos metanólicos Folhas das três coletas de G. elegans.
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Figura 111. Cromatogramas obtidos dos extratos metanólicos Caule Submerso das três coletas de G. 
elegans.
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Figura 112. Cromatogramas obtidos dos extratos metanólicos Caule Aéreo das três coletas de G. 
elegans.
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Figura 113. Cromatogramas obtidos dos extratos metanólicos Raiz adventícia das três coletas de G. 
elegans.
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Figura 114. Cromatogramas obtidos dos extratos aquosos Folhas das três coletas de G. elegans.
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Figura 115. Cromatogramas obtidos dos extratos aquosos Caule Submerso das três coletas de G. 
elegans.
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Figura 116. Cromatogramas obtidos dos extratos aquosos Caule aéreo das três coletas de G. 
elegans.
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Figura 117. Cromatogramas obtidos dos extratos aquosos Raiz adventícia das três coletas de G. 
elegans.
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4.7 Bioensaios para verificação da atividade antifúngica

Os resultados obtidos para os extratos na bioautografia com os fungos 

fitopatogênicos Cladosporium sphaerospermum estão apresentados na tabela 30.

Tabela 30 Resultados da Inibição do crescimento dos esporos do fungo Cladosporium 
sphaerospermum observado nos extratos de Gomphrena elegans
Extratos Rf Potencial/CIM

GS4 0,98 +++/(100 µg)

GA4 0,98 +++/(100 µg)

GR4
0,70,

0,98

+++/(100 µg),

+++/(100 µg)

GF4 0,98 +++/(100 µg)

GS2 0,24 +/(100 µg)

GA2 0,24 +/(100 µg)

GR2 0,24 +/(100 µg)

GF2 0,26 +/(100 µg)

GS1 origin +/(100 µg)

GA1 origin + /(100 µg)

GR1 origin +/(100 µg)

GF1 i i

GS3 i i

GA3 i i

GR3 i i

GF3 i i
i = inativo; + = fraco; ++ = moderado; +++= forte; CIM=concentração inibitória mínima

As atividades antifúngicas avaliada por bioautografia direta dos extratos GA1, 

GA2, GS1, GS2, GR1, GR2 e GF2 apresentaram atividade fraca (CIM de 100 µg) 

frente a C. sphaerospermum. Somente os extratos GA4, GS4, GR4 e GF4 exibiram 

atividade forte (CIM de 100 µg), quando comparado com o padrão nistatina (1,0 µg)
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4.8 Bioensaios para verificação da atividade Alelopática sobre Sementes de 
Lactuca sativa L.

As Tabelas 31 à 35 mostram os resultados obtidos nos ensaios de atividade 

alelopática dos extratos de G. elegans sobre Lactuca sativa. De modo geral, os 

extratos foram pouco ativos sobre a germinação das sementes de alface, bem como 

sobre o índice de velocidade de germinação (IVG) das mesmas. As exceções foram 

os extratos hexânicos de folhas e caule emerso, que causaram uma inibição de 38% 

e 59% sobre a  germinação e de 37% e 58% sobre o IVG, respectivamente e o sal 

inorgânico (KNO3) que inibiu a germinação em 100% na concentração de 5.00 

mg/mL.

O crescimento dos hipocótilos foi o processo fisiológico mais afetado pelos 

extratos de G. elegans. Quase todos os extratos, principalmente os hexanicos, 

clorofórmicos e aquosos inibiram o crescimento dos hipocótilos alguns de forma 

moderada, outros com alto poder de inibição, como é o caso dos extratos de raízes 

adventícias de G. elegans.

Com relação ao crescimento das raízes primárias de L. sativa, observa-se 

que a maioria não causou inibição significativa, ou por outro lado, desencadearam 

um processo acelerado de formação de tecido radicular, funcionando como 

estimuladores eficazes do crescimento. Muitas vezes um mesmo extrato atuou como 

inibidor em uma concentração mais alta e como estimuladora em menores 

concentrações. An et al. (1993) e Reigosa et al. (1999) sugerem que os efeitos dos 

aleloquímicos nos diferentes processos fisiológicos de uma planta são dependentes 

da concentração, funcionando como estimuladores  em baixas concentrações e 

como inibidores em altas concentrações. Além disso, cada processo fisiológico sofre 

alterações específicas dependentes da concentração de cada aleloquímico em 

particular. No geral, os extratos de G. elegans testados foram mais ativos sobre o 

crescimento de plântulas. Foi apontado que os testes de germinação são menos 

sensíveis aos aleloquímicos do que aqueles que avaliam o desenvolvimento das 

plântulas, como por exemplo, comprimento da raiz ou parte aérea (Ferreira & Áquila, 

2000). 
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Os resultados referentes aos estímulos de germinação e crescimento de 

plântulas são pouco freqüentes, e explicações detalhadas sobre esses efeitos são 

escassas. Alguns trabalhos mostram que aleloquímicos causaram alguma 

interferência sobre fitormônios como auxina e giberelinas ou sobre reguladores de 

crescimento como brassinoesteróides, que induziram a germinação e crescimento 

de L. sativa (AQUILA, 1999). Além disso, foram encontrados aumentos significativos 

no tamanho dos hipocótilos de L. sativa em bioensaios com extratos de Erythroxylum 

argentinum, Luehea divaricata e Myrsine guianensis (MARASCHIN-SILVA, AQUILA, 

2006). 

Dos extratos analisados quanto à atividade alelopática, aqueles obtidos de 

folhas e raiz adventícia de G. elegans foram os mais ativos. A maioria das plantas 

terrestres já estudadas armazena a maior parte dos aleloquímicos em folhas e 

raízes. Em ambos os órgãos há maior probabilidade de contato com o solo, as folhas 

por exsudação e quando caem no solo após a senescência (PUTNAM, TANG, 

1986). Desta forma, é sugerido que os aleloquímicos de folhas de G. elegans são 

liberados quando as mesmas se desligam da planta na senescência e ficam 

acumuladas entre as ramificações submersas.  

A maior atividade inibitória dos extratos apolares deve-se, provavelmente, ao 

fato de que as substâncias ativas não solubilizam em água, mantendo-se em maior 

concentração ao redor do vegetal. Alcalóides na forma básica, compostos fenólicos 

e terpenóides são exemplos de substâncias apolares que geralmente apresentam 

atividade alelopática. 
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4.9 Bioensaios para verificação da atividade antitumoral

Dos 16 extratos testados de G. elegans, dois apresentaram citotoxicidade 

considerável, sendo eles, GF1 e GF4 (Tabela 36), apresentando atividade citotóxica 

acima de 75%.

Algumas espécies da família Amaranthaceae estão sendo investigados por 

possuírem diversas propriedades biológicas. Atividade antitumoral contra 

melanomas foi detectado em Pfaffia paniculata (TAKEMOTO et al., 1983), outros 

trabalhos descrevem a presença de atividade antitumoral no gênero Gomphrena

possivelmente associados à produção de saponinas e fitoecdisteroides (POMILIO et 

al,1992; YOUNG et al,1997; SAVCHENKO et al 1998). Essa atividade é relatadas 

em artigo submetido à periódico especializado conforme anexo A
Tabela 36. Ensaio de citotoxicidade in vitro dos extratos de Gomphrena elegans contra linhagens de 
células medido pelo ensaio MTTa

Amostra
Linhagens de célulasb IC50 (µg/mL)

SF-295 HCT-8 MDA-MB-435
GA1 24,38 12,74 24,38
GA2 9,78 79,08 9,78
GA3 16,43 15,49 16,43
GA4 18,38 26,90 18,38
GS1 14,47 11,61 5,69
GS2 19,33 16,89 0,33
GS3 31,00 11,28 23,74
GS4 22,00 -0,06 47,35
GR1 22,47 16,85 13,96
GR2 19,20 16,11 19,51
GR3 1,13 9,01 11,90
GR4 3,80 3,57 3,11
GF1 96,35 101,16 96,35
GF2 23,60 11,90 -14,29
GF3 11,53 0,43 33,80
GF4 97,39 99,68 97,39

Doxorubicina 87,79 101,40 90,92
a Resultados apresentados pela media das triplicatas, bSF-295 (glioblastoma ); HCT-8 (cancer de 
colón humano) and MDA-MB-435 (melanoma),
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4.10 Bioensaios para verificação da atividade Inseticida sobre Sitophilus 
zeamais Mots, (Coleoptera: Curculionidae)

Nos testes de atividade inseticida sobre Sitophilus zeamais verificou-se que 

até o quinto dia, nenhum dos extratos mostrou efeito de mortalidade significativa 

sobre os indivíduos testados, (Tabela 37). Somente a partir do décimo dia o efeito de 

mortalidade pode ser observado. Destacaram-se os extratos aquosos, os quais 

provocaram mortalidade superior a 35%, sendo que os extratos GA4 e GF4 

causaram mais de 50% de mortalidade. Os extratos clorofórmicos também causaram 

efeito inseticida moderado; GA2 causou 40,5% de mortalidade no décimo dia 

seguido do extrato GR2 com 32% de mortalidade. Os extratos metanólicos não 

provocaram efeitos deletérios significativos no decorrer dos dez dias. 

Conforme relatado por Souza et al. (2008), cujo artigo sou colaborador e faz 

parte desta pesquisa (Anexo B) juntamente com outro artigo aceito (Anexo C), 

atividade semelhante foi obtida com  extratos de caule de G. elegans, que 

conduziram a taxas de mortalidades de 36% a 46,5% após o décimo dia de estudo. 

É também relatado por Saito et al. (2004) a existência de saponinas e cumarinas em 

folhas de G. elegans, Cumarinas possuem efeito inseticida similar a rotenona, 

causando o bloqueio do transporte de elétrons durante o processo respiratório 

(NICHOLSON et al, 1995), Dadang e Oshawa (2001) testaram a atividade inseticida 

de extratos de Gomphrena globosa (L,), sobre Plutella xylostella (L,) e Crocidolomia 

binotalis (Zeller) e observaram uma redução significativa nas larvas viáveis de 

ambas as espécies de insetos. Os mesmos extratos quando aplicados sobre plantas 

atacadas reduziram com grande eficiência sua infestação, tendo se mostrado mais 

potentes do que inseticida comercial.
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Tabela 37. Efeitos inseticidas de extratos de Gomphrena elegans sobre adultos de Sitophilus 

zeamais

Tratamentos (extratos)
Efeito inseticida sobre adultos de Sitophilus zeamais

Taxa de mortalidade1 (% ± DP)

5o dia 10o dia

Teste 1 ( F4,49=18,61, P=0,0001)

Controle 0,00 ± 0,00 b 1,50 ± 0,48 b

GS4 14,50 ± 3,21 ab 41,00 ± 3,25 a

GA4 12,50 ± 4,00 ab 50,50 ± 3,03 a

GR4 5,50 ± 0,99 b 39,50 ± 4,35 a

GF4 22,00 ± 3,53 a 50,50 ± 2,92 a

Teste  2 (F4,49=10,24, P=0,0001)

Controle 1,00 ±0 0,42 b 1,00 ± 0,42 c

GS2 16,50 ± 02,11 a 25,00 ± 3,39 b

GA2 14,50 ± 01,52 a 40,50 ± 4,50 a

GR2 9,00 ± 01,13 ab 32,00 ± 4,27 ab

GF2 9,50 ± 01,66 ab 23,50 ± 2,16 b

Teste 3 (F4,49=9,77, P=0,0001)

Controle 1,00 ± 0,42 c 1,00 ± 0,42 d

GS1 11,50 ± 2,86 b 19,50 ± 2,18 c

GA1 23,00 ± 1,95 a 25,00 ± 2,26 b

GR1 6,00 ± 1,22 c 23,00 ± 2,36 bc

GF1 20,00 ± 2,82 a 32,50 ± 3,20 a

Teste  4 (F4,49=1,66, P=0,0001)

Controle 1,00 ± 0 0,42a 1,50 ± 0,67 c

GS3 1,00 ± 0,42 a 1,50 ± 0,67 c

GA3 1,50 ± 0,48a 7,00 ± 2,27 a

GR3 0,00 ± 0,00a 5,00 ± 1,63 b

GF3 1,00 ± 0,42 a 2,50 ± 1,26 c
1 Médias seguidas pela mesma letra não diferiram uma da outra pelo teste de Tukey em 5% de 
significância,* Controle.
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4.11 Bioensaios para verificação da atividade Inseticida sobre Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae)

Os extratos de G. elegans não foram ativos sobre larvas de Aedes aegypti, os 

resultados não diferiram daqueles obtidos no controle positivo com DMSO (Tabela 

38). 

Tabela 38. Efeitos inseticidas de extratos de Gomphrena elegans sobre Aedes aegypti

Tratamento (extratos)
Efeito inseticida sobre larvas de Aedes aegypti

Mortalidade1 (% ± DP)

24 h 48 h 72 h

Teste  (F17,143= 2,47; P=0,0001)

DMSO 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b

Controle 100,00 ± 0,00 a* - -

GS4 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b

GA4 2,40 ± 1,57b 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b

GR4 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b

GF4 2,40 ± 1,57 b 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b

GS2 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b

GA2 5,00 ± 1,22 b 6,70 ± 1,56 b 2,50 ± 1,78 b

GR2 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b

GF2 2,00 ± 1,47 b 3,70 ± 1,37 b 1,30 ± 0,53 b

GS1 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b

GA1 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b

GR1 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b

GF1 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b

GS3 0,00 ± 0,00 b 0,40 ± 0,32 b 0,00 ± 0,00 b

GA3 6,00 ± 1,43 b 1,20 ± 0,51 b 0,00 ± 0,00 b

GR3 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b

GF3 1,00 ± 0,48 b 1,20 ± 0,51 b 0,00 ± 0,00 b
1Médias seguidas pela mesma letra não diferiram uma da outra pelo teste de Tukey em 5% de 
significância.* Controle=Bt; DP =desvio padrão.
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS

� A utilização de um planejamento de experimentos possibilitou a 

determinação da melhor condição de extração dos compostos orgânicos 

da G. elegans. As condições mais favoráveis, entre as estudadas para 

extração por ultrassom, foram: solvente de polaridade crescente 

(hexano, clorofórmio, metanol e água) [SHCMA], com tempo total de 120

minutos de extração, temperatura ambiente e usando-se 1,0 g de 

amostra para 100 mL de solvente. A eficiência da extração utilizando-se 

a técnica de ultrassom tem ainda como vantagens a alta repetitividade, a 

possibilidade de utilização de vários tamanhos de amostra, a rapidez de 

processamento da amostra e o baixo custo.

� O estudo fitoquímico dos extratos hexânicos, clorofórmico, metanólico e 

aquoso, das folhas, caule aéreo, caule submerso e raiz adventícia de G. 

elegans efetuado na primeira coleta (Col1), resultou a identificação de 54

substâncias naturais pertencentes a classes distintas.

� A partir de análises por CG-EM, através da co-injeção de padrões 

de n-alcanos, da comparação dos índices de retenção calculados 

pelo índice de Kovats experimental com aqueles publicados em 

literatura e pela similaridade dos espectros de massas dos 

extratos hexânicos, obtidos das folhas, caule aéreo, caule 

suberso e raiz adventícia foram identificadas 37 substâncias

sendo: 14 alcanos, 7 alcenos, 8 ésteres, 1 aromático, 4 terpenos 

(oxigenados e não), 1 álcool e 2 cetonas. As ceras epicuticulares 

encontram-se na superfície dos órgãos aéreos das plantas e são 

usualmente compostas por misturas de longas cadeias alifáticas 

de n-alcanos, ésteres, aldeídos, cetonas, alcoóis e ácidos. Ceras 

são importantes por que repelem água e controlam o balanço de 

gás entre a planta e o meio ambiente, outra possível função é de 
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proteger as células da epiderme contra feridas e inibição de 

fungos ou ataque de insetos.

� Do estudo da primeira coleta (Col1) realizado com os extratos 

clorofórmicos, metanólicos e aquosos obtidos a partir de folhas, 

caule aéreo, caule submerso e raiz adventícia de G. elegans

foram isoladas, 20 substâncias sendo 3 já identificadas nos 

extratos hexânicos. As substâncias compreendem diferentes 

classes sendo elas: esteróides, terpenos (triterpeno e diterpeno), 

ésteres, ácido, alcalóides e compostos da classe C6-C1 e C6-C3.

� De acordo com o descrito na literatura (MUSSURY et al., 2006), G. 

elegans apresenta em sua composição oxalato, mas não foi detectado 

nesse estudo tal substância, o que foi detectado, isolado e identificado 

estando presente em todos os órgãos estudados foi o sal KNO3 em 

grande quantidade, sendo ele considerado a substância majoritária na 

espécie G. elegans. 

� Os estudos biológicos realizados com os extratos da Col1, onde foram 

avaliadas através de ensaios das atividades antineoplásica, atividade 

alelopática, atividade inseticida e bioautografia permitiram observar:. 

� No estudo antifúngico somente os extratos GA4, GS4, GR4 e GF4 

exibiram atividade forte, na concentração de 100 µg, frente ao 

fungo Cladosporium sphaerospermum. Nesse caso a atividade 

pode ser justificada pela presença das bases nitrogenadas 

presentes nesses extratos como é relatado por Guiraud et. al.,

(1994).

� No estudo alelopático frente à germinação, somente os extratos 

GA1, GF1 apresentaram inibição moderada de germinação e o 

sal KNO3 apresentou uma forte inibição de germinação podendo 

explicar assim o alto desempenho da G. elegans, quanto a 

capacidade de sobrevivência e reprodução, competindo com 
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sucesso com outras espécies aquáticas, Segundo Miller (1996), 

heterotoxicidade ocorre quando substâncias fitotóxicas são 

liberadas pela lixiviação, exsudação e decomposição de resíduos 

de uma espécie sobre a outra impedindo a germinação de sua 

sementes e o seu crescimento.

� No ensaio de citotoxicidade, apesar dos resultados não serem 

promissores quanto ao emprego farmacológico dos extratos, eles 

mostraram que os extratos GA1 e GF4 apresentaram atividade 

forte.

� No ensaio de atividade inseticida sobre larvas de Aedes aegypti, 

os extratos não apresentaram nehuma atividade. Já sobre

Sitophilus zeamais, os extratos GA2, GA4, GR2 e GF4 

apresentaram atividade moderada após o décimo dia.

� Apesar de todas as substâncias identificadas e isoladas serem 

conhecidas, nenhuma havia ainda sido descrita na espécie G. elegans.

� A análise dos componentes ao longo das diferentes estações 

demonstrou que os rendimentos dos extratos apresentaram uma 

variação significativa em função das diferenças climáticas neste período.

� Quanto a composição química, quando se analisou por CG-EM os perfis 

dos extratos de GF1, GA1, GS1 e GR1 das três coletas ficou 

evidenciado que os extratos GF1, GA1, GS1 e GR1 de Col2 e Col3 

possuem uma composição química mais rica de esteróides e triterpenos 

em relação aos extratos da Col1, apresentando uma variação qualitativa 

significativa na região das substâncias menos voláteis (100 – 130 min). 

Vale ressaltar que foi detectada a presença da substância ftalato de 

diisobutila (12) nas três coletas.

� Ao se analisar, através da comparação dos tempos de retenção, os 

sinais cromatográficos observados dos extratos clorofórmio, metanólico 

e aquoso dos órgãos provenientes das três coletas de G. elegans, 
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através do experimento por, CLAE-AFD nas condições de: gradiente de 

eluição exploratório para os extratos clorofórmicos: MeOH:H2O 

acidificado com ácido acético 1%, 40:60 (5 min), 60:60 (5min), 70:80 (5 

min), 80:100 (5 min), 100:0 (20 min), e para os extratos metanólicos e 

aquoso com o gradiente de eluição exploratório: MeOH:H2O acidificado 

com ácido acético 1%, 5:95 (5 min), 5:40 (25 min), 40:60 (30 min),  

60:100 (10 min), 100:0 (20 min), foi observado que os tempos de 

retenção relacionadas com os espectros de ultravioleta das substâncias,

presentes, confirmaram existirem pequenas diferenças em relação à 

produção de metabolitos pela espécie nos diferentes períodos de coleta.

Foram observadas algumas substâncias presentes nos extratos 

metanólicos que também estão presentes nos extratos aquosos, 

principalmente os de alta polaridade. Já os extratos clorofórmicos, 

apresentam bastante similaridade com relação à presença de 

substâncias de baixa polaridade. Foi notada, diferença apenas entre as 

concentrações, confirmando que independentemente do tempo de coleta 

realizada os órgãos apresentam as mesmas substâncias com diferentes 

concentrações quando avaliadas pela intensidade de absorção. 

� A análise comparativa do perfil cromatográfico permitiu sugerir que as 

partes da planta apresentam perfis com certa similaridade nos períodos

analisados.

� Portanto, os estudos desse trabalho constituem-se em um ponto de 

partida para outros, que poderão auxiliar na compreensão sobre a 

ocorrência, distribuição, regulação da biossíntese bem como para a 

realização de estudos quimiossistemáticos da espécie Gomphrena 

elegans. 
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RESUMO: “Atividade citotóxica in vitro de extratos de plantas do Centro-Oeste Brasileiro.” A 

atividade citotóxica de extratos obtidos a partir de oito espécies de plantas nativas do Centro Oeste 

Brasileiro, compreendendo Cerrado, Pantanal e floresta semidecídua foi avaliada sobre as linhagens 

de células tumorais MDA-MB-435, SF-295, HCT-8.  Foi empregada uma dose única de 100 µg mL-

1 de cada extrato, durante 72 h de incubação para todas as células. A doxorrubicina (1 µg mL-1) foi 

utilizada como controle positivo e o método do MTT foi empregado para detectar a atividade. A 

citotoxicidade foi observada em 30 extratos (46%) de polaridades distintas e de diferentes partes das 

seguintes espécies: Tabebuia heptaphylla (Bignoniaceae), Tapirira guianensis, Myracrodruon 

urundeuva, Schinus terebenthipholius (Anacardiaceae), Gomphrena elegans (Amaranthaceae), 

Attalea phalerata (Palmae), Eugenia uniflora (Myrtaceae) e Annona dioica (Annonaceae). 

Estabeleceu-se altamente ativo os extratos que inibiram acima de 75% de pelo menos duas 

linhagens de células.

Unitermos: Plantas do Centro-oeste brasileiro, Citotoxidade, linhagens de células cancerosas

ABSTRACT: Cytotoxic activity of eight plant extracts, native from the Mid-West of Brazil 

comprising Cerrado, Pantanal and semideciduous forest,  was evaluated for MDA-MB-435, SF-295,

and HCT-8 cancer cell strains. A single 100 �g mL-1dose of each extract was employed with 72 h of 

incubation for all tests. Doxorubicin (1 µg mL-1) was used as the positive control and the MTT 

method was used to detect the activity. Cytotoxicity of distinct polarities was observed in 30 

extracts (46%), from different parts of the following species:  Tabebuia heptaphylla (Bignoniaceae), 

Tapirira guianensis, Myracrodruon urundeuva, Schinus terebenthipholius (Anacardiaceae),

Gomphrena elegans (Amaranthaceae), Attalea phalerata (Palmae), Eugenia uniflora (Myrtaceae) 

and Annona dioica (Annonaceae). Extracts of at least two tested cell strains were considered to be 

highly active since their inhibition rate was over 75%.

Keywords: Brazilian Middle-West plants, Cytotoxicity, Cancer cell lines
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INTRODUCTION

Brazil is one of the few megadiversity countries in the world but investigations of its flora 

have barely revealed the present phytochemical diversity. The newly discovered molecules have 

substantial scientific, economic and social interest. Furthermore, they may contribute to the 

development of interactive disciplines as well as show potential industrial uses for the improvement 

of health and the quality of life (Braz, 1999).

In order to carry out this work, the following plant species Tabebuia heptaphylla (Vell.)Tol. 

(Bignoniaceae), Tapirira guianensis Aubl., Myracrodruon urundeuva Allemão, Schinus 

terebenthipholius Raddi. (Anacardiaceae), Gomphrena elegans Mart. (Amaranthaceae), Attalea 

phalerata Mart. Ex. Spreng (Palmae), Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) and Annona dioica St. Hill

(Annonaceae) were selected. All species are native to the Middle-West region of Brazil and are 

found in Cerrado, Pantanal and the semideciduous forest biomes in the state of Mato Grosso do Sul.  

Their selection was mainly based upon the use of these plants in traditional medicine.

People native to the Cerrado and Pantanal regions make use of a large variety of plants for 

medicinal purposes. A considerable part of their acquired knowledge was received from several 

indigenous ethnic groups living in this region far before the colonization of South America by the 

Europeans (Maciel et al., 2002; Nunes et al., 2003). 

EXPERIMENTAL 

Plant Material and Extraction Procedure

The vegetal material was collected in March 2007. The voucher specimen was deposited at 

the CGMS Herbarium of the Federal University of Mato Grosso do Sul (UFMS), MS, Brazil. 

Gomphrena elegans was collected in the Sucuri and Baía Bonita rivers in the Bonito district, the 

MS (21°15´36.4”S and 56°32´58.1”W) and voucher number CGMS 17715, Tabebuia heptaphylla 

voucher number CGMS 118999 and Attalea phalerata voucher number CGMS 24772 were 

collected in the Pantanal region, Miranda-Abobral, subregion, around the Base of Studies of the 

Pantanal-UFMS (19°34’37”S and 57°00’42”W), Tapirira guianensis voucher number CGMS



4

22907, Myracrodruon urundeuva voucher number CGMS 17659, Schinus terebinthifolius voucher 

number CGMS 22945, Annona dioica voucher number CGMS 17980 and Eugenia uniflora voucher 

number CGMS 25433  were collected in the Biological Reserve of the UFMS (20º30’25.5”S and 

54o36’46”W).

Leaves, stems bark and heartwood collection was performed in plants with natural injury. 

100 g of each vegetal material (leaves and stems) was dried under air and cut into small pieces. 

They were crushed on Wiley type mill and the resulting matter was extracted with ethanol during 

seven days with occasional stirring, followed by the filtration and concentration of the filtrate by 

rotaevaporation. The filtrate was placed into desiccators for dehydration. Then, it was submitted to 

a process of liquid-liquid partition with solvents of increasing polarities: n-hexane, dichloromethane 

or chloroform, ethyl acetate, n-butanol or methanol and hydroalcohol or aqueous to obtain the 

respective fractions. All solvents were of analytical grade.

The choice of partition methods was based on pilot-experiments for each studied species, 

according to adapted methodology from Cechinel Filho & Yunes (1998).

The following parts were submitted to a partition system with hexane, dichloromethane,

ethyl acetate, butanol and hydroalcoholic: stem bark from Tabebuia heptaphylla; leaves and stem 

bark from Tapirira guianensis; stem bark of Myracrodruon urundeuva; leaves from Schinus 

terebenthipholius; leaves from Attalea phalerata; and leaves and stem from Gomphrena elegans.. 

By this method, a residue containing more polar compounds – called polar fraction - is usually 

formed at the end of the partition process. Leaves, heartwood, stem bark, subterranean heartwood 

and subterranean stem bark from Annona dioica were submitted to partition system with hexane, 

chloroform, methanol and aqueous.  In this method, the partition does not produce an insoluble 

residue. The crude extract of leaves from Eugenia uniflora and heartwood of Myracrodruon 

urundeuva was not submitted to partition. Therefore, only the ethanol extract of this species was 

tested.
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The extracts and fractions obtained from each plant, along with their weight, are shown in 

Table 1.

Table 1.

Cytotoxicity studies

The extracts cytotoxicity was tested against HCT-8 (human colon carcinoma), SF-295 

(glioblastoma) and MDA-MB-435 (melanome) tumor cell strains (National Cancer Institute, 

Bethesda, MD, USA). Cells were cultured in RPMI-1640 medium, supplemented with 10% fetal 

calf serum, 2 mM glutamine, 100 µg mL-1 streptomycin and 100 U mL-1 penicillin at 37 ºC with 5% 

CO2. For experiments, cells were plated in 96-well plates (105 cells/well for adherent cells or 0.3 x 

106 cells/well for suspended cells in 100 µL of medium). After 24 h, the extracts at 100 µg mL-1, or 

in serial dilution dissolved in DMSO (1%) were added to each well and incubated for tree days (72 

h). Control groups received the same amount of DMSO. Doxorubicin (0.01–0.58 µg mL-1) was used 

as positive control. Growth of tumoral cells was quantified by the ability of living cells to reduce 

the yellow dye 3-(4,5-dimethyl-2- thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) to a blue 

formazan product (Mosmann, 1983; Skehan et al.,  1990; Berridge et al., 1996). At the end of 72 h 

incubation, the medium in each well was replaced by fresh medium (200 µL) containing 0.5 mg 

mL-1 of MTT. Three hours later, the formazan product of MTT reduction was dissolved in DMSO, 

and absorbance was measured using a multi-plate reader (DTX 880 Multimode Detector, Beckman 

Coulter Inc., Fullerton, CA, USA). Drug effect was quantified as the percentage of control 

absorbance of reduced dye at 590 nm (Zani et al., 1991; Da Silva et al., 2003; Correia et al.,  2003). 

In our screening program to the discovery and development of potential anticancer natural 

compounds, we adopted the criteria of the American National Cancer Institute to consider a crude 

extract promising for further purification based on the IC50 values lower than 30 µg mL-1 (Suffness

& Pezzuto, 1990).

In this context, we first assessed the extracts in a single concentration of 100 µg mL-1 to 

select those that inhibited cell growth in at least 75%. The percentage of cell growth (%G) was 
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calculated by comparing the absorbance of test samples with the control (100%), zero-time (0%) 

and the cytotoxic standard etoposide (-100%). The percentage of cell lethality was obtained by the 

formula [100 × (T dition of the extracts. 

The fractions were classified as possessing no activity (blank space), low activity (up to 50% 

growth inhibition), moderate activity (between 51% and 75% growth inhibition) and high activity 

(over 75% growth inhibition) for each cell strain tested. Through this approach, the number of 

“false positive” extracts assessed were reduced. 

The experiments were assessed according to the Mean ± S.E.M. of percentage inhibition of 

cell growth using the GRAPHPAD program (Intuitive Software for Scince, San Diego, CA) 

RESULTS AND DISCUSSION  

The extracts activities are shown in Table 2. The tested cell strains were selected due to their 

resistance to different drugs. Samples were classified according to their cytotoxic potency as: no 

activity, low activity (growth inhibition ranging from 1 to 50%), moderate activity (growth 

inhibition ranging from 51 to 75%) and high activity (over 75%).

All analyzed species showed cytotoxic activity. Among the 65 tested extracts from eight

plant species, 30 showed considerable cytotoxicity, corresponding to 46% of all extracts as follows: 

Tabebuia heptaphylla: dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol of the stem bark; Tapirira. 

guianensis: all fractions of  the leaves, with the exception of n-hexane; Tapirira guianensis: n-

hexane and hydroalcohol of the stem bark; Myracroduon. urundeuva: ethyl acetate, n-butanol, 

hydroalcohol and ethanol of the stem bark; Myracroduon urundeuva: ethanol of heartwood;

Schinus. terebenthipholius: ethyl acetate of the leaves; Gomphrena elegans: n-hexane and n-butanol 

of the leaves; Attalea phalerata: n-hexane, dichlorometane, ethyl acetate and hydroalcohol of 

leaves; Eugenia uniflora: ethanol of stem bark; Annona dioica: n-hexane, chloroform, methanol and 

aqueous of the heartwood; Annona dioica: n-hexane, chloroform, methanol and aqueous of the 

Stem bark; Annona dioica: n-hexane, chloroform, methanol and aqueous of the heartwood 

subterranean; Annona dioica: n-hexane, chloroform, methanol and aqueous of the stem bark 
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subterranean; Annona dioica: n-hexane, chloroform, methanol and aqueous of leaves, presented 

high cytotoxic activity (over 75%) .

Table 2.

By evaluating the families or the selected species one can clearly observe that they have 

medicinal properties.

The species Tabebuia heptaphylla (Bignoniaceae) is popularly known as “piúva” and is 

native to the Pantanal region. In traditional medicine, including indigenous people, the bark extract 

is used against cancer, as a stomach depurative and a bactericide (Hoehne, 1939; Pott & Pott 1994). 

Although we have not found any report on phytochemical analysis of the leaves and fruits, the 

isolation of the lignans cycloolivil and secoisolariciresinol, three lapachones, two naphthofuranes 

and one naphthalene derivative from the stem bark of this species have been reported previously 

(Schmeda-Hirschmanna & Papastergiou 2003). In the Bignoniaceae family, naphthoquinones is the 

principal group of secondary metabolites. There are reports dealing with the following activities for 

these compounds: antimalarial (Pérez & Medina, 1997), antitumor (Ueda et al., 1994), anticancer 

(Abbott et al., 1967), antifungal (Guiraud et al., 1988), antibacterial and anti-inflammatory (Zani et 

al., 1991). Among the naphthoquinones, studies performed with lapachol and beta-lapachone 

showed important in vitro antitumor activity and they were thus clinically tested by NCI (EUA) (Da 

Silva et al.,  2003). 

Tapirira guianenses (Anacardiaceae) is popularly known as “tatapiririca” or “cedroí”. 

People use different parts of the plant to treat diarrhoea and syphilis. The aqueous extract of the 

bark presents a uterus-stimulant effect (Correia et al., 2003). No published phytochemical study was 

found for this species.

In Brazilian traditional medicine, Myracrodruon urundeuva (Anacardiaceae) has achieved 

popularity and a reputation. It is still largely used in the states of Mato Grosso do Sul (MS) and 

Mato Grosso (MT) by indigenous and riverside people. Properties such as anti-inflammatory and 

wound healing in gynecological illnesses are attributed to the plant. Its leaves are utilized to prepare 
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plaster casts for broken bones, and as bactericidal and first-aid medicine for snake bites. In addition, 

the plant is also used as an antidiarrhoeic, astringent and antisyphilis (Martins et al., 2000). Souza et 

al. (2006) evaluated the anti-inflammatory and antiulcer properties of the tannin-enriched fraction 

isolated from the stem bark of M. urundeuva. They disclosed that these activities are partly due to 

its antioxidant action, known to be linked to the presence of polyphenols, including tannins (Morais 

et al., 2005). Botelho et al. (2007) examined the effect of topical herbal gel from Lippia sidoides

0.5% (v/w) and M. urundeuva 5% (w/w) in experimental periodontal disease in rats showing

potential as a treatment for reducing tissue lesions (Souza et al., 2006). The chalcone dimers 

urundeuvina A and B were isolated from the inner bark of a specimen of M. urundeuva (Botelho et 

al., 2007) together with the antioxidant compounds cicloeucalenol and cicloeucalenona (Bandeira et 

al., 1994). 

Fruits of Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae) are spices used to increase flavor in food 

worldwide (Viana et al., 2003). In folk medicine, bark, leaves and fruits are used as antidiarrhoeic, 

astringent, anti-inflammatory, depurative, diuretic and febrifuge. The essential oils are used to treat 

respiratory distress (Cerks et al., 2007). Moreover, triterpenes with an inhibitory effect on 

phospholipase A2 were isolated from the plant and its extracts showed antibacterial, antifungical 

and antiradicalar activities (Degáspari et al., 2005; Jain et al., 1995).

It is worth mentioning that species of Anacardiaceae family are known for presenting 

compounds with alkyl and alkenyl groups attached to catechol, resorcinol and phenol rings. These 

compounds, named as phenolic lipids, show nematicidal (Velászquez et al., 2003), antioxidant 

(Valcic et al., 2002), antifungical, and cytotoxic activities (Queiroz et al., 2003; Davis et al., 1997; 

Correia et al., 2001).

Some species from the Amaranthaceae family are being investigated for their varied 

biological properties.  Antitumor activity against melanomas was detected in Pfaffia paniculata 

(Takemoto et al., 1983), and this property was accredited to the presence of anabolic agents such as 

�-ecdysterone and ecdysteroids glycoside. Phytochemical studies with in the genera Amaranthus 
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account for the presence of saponins (Takemoto et al.,1983; Nishimoto et al.,1984; Oleszek et al.,  

1999), sapogenins (Escudero et al.,1998), rutin (Xaziev et al., 1992), steroids (Ologunde et al., 

1992) and hydroxycinnamic esters of isocitric acid (Strack et al., 1987). Several works describe the 

antitumor activity of the genera Gomphrena, possibly associated to the production of saponins and 

phytoecdisteroids (Pomilio et al., 1994; Sarker et al., 1996; Young et al., 1997; Savchenko et al., 

1998).  Gomphrena. elegans Mart. Var. elegans is a herbaceous species frequently found in 

locations called “carandazais”, “espinheirais” (thorn scrub), “vazantes” (drainage channels), ciliar 

vegetation, wetlands and clayed soil. Its distribution is restricted to tropical and subtropical South 

America as a hygrophytic plant in fields near rivers Sucuri and Baía Bonita (Bonito-MS) [Prance & 

Schaller, 1982]. No phytochemical study was found for this species.

The Palmae family has special economical and ecological importance. Millions of animal 

species make use of palm trees not only as a source of food, but also for protection and reproduction 

area (Vormisto et al., 2004). A considerable number of people in the tropics depend on these plants 

for their daily survival. Acuri (Attalea phalerata), coconut palm (Cocos nucifera), palm kernel 

(Elaeis guienensis), date palm (Phoenix dactyliphera), açai (Euterpe oleraceae), pejibaye (Bactris 

gasipaes), babassu (Attalea speciosa), piassava (Attalea funifera) and the carnauba (Copernicia 

prunifera) are some examples (Vormisto et al., 2004). The limited chemical studies of this plant 

family are focused on the investigation of Cocos nucifera biological activity . Alviano et al. (2004), 

detected analgesic and free radical scavenging properties in the aqueous extract of  stem bark fibers. 

In addition, we also detected effects such as leishmanicide, antioxidant and antiviral (Mendonça et 

al., 2004; Kirszberg et al., 2003; Esquenazi et al., 2002) when analyzing the same extract. The 

Attalea  phalerata (acuri) is a palm tree from the Pantanal region known as “acurizais” (Pott & Pott, 

1994). In some areas, the fruit seems to be a key source of energy for animals (Terborgh, 1986; 

Guedes & Harper, 1995). It was selected because of its abundance and lack of available 

phytochemical data even though there is no literature register on popular medicinal use for this 

species.
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Another promising source of bioactive compounds is the Annonaceaea family comprising 

about 120 genera and over 2.300 species. From a phytochemistry point of view, this family is worth 

studying due to several types of structural compounds classes that can be found such as: alkaloids, 

amides, diterpenes, steroids, flavonoids and acetogenins (Pontes et al., 2004). The use of 

Annonaceae plants in folk medicine has been widely reported associated with varied biological 

activities such as antimicrobial, antiemetic, pesticide, abortive, antitumor, cytotoxic, anorexic and 

antimalarial (Leboeuf et al., 1982). Many of these activities are assigned to acetogenins that have 

been a target of intense investigation in the last years (Rupprecht et al., 1990).

Therefore, as a part of our research program on bioactive plants native to the Brazilian Mid-

West region, this study aimed to perform a preliminary investigation of not fully studied vegetal 

species extracts in order to obtain a scaffold for more detailed chemical analysis in the future. 

The good results of cytotoxic activity in wild Tapirira guianensis, Attalea phalerata and 

Myracrodruon urundeuva front cell lines tested (MDA-MB-435, HCT-8 and SF-295); clearly 

indicate the importance of continuing phytochemical studies aimed at identify the active compounds 

present in extracts.
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Table 1. Vegetal extracts obtained for testing citotoxic activity against cell strains measured by the 

MTT assay. 

Species (part of the plant) Extracts (g) Fractions (g)

Et h D C Ea B H M A

Tabebuia heptaphylla 

(Stem bark)
- 0.320 0.170 - 0.580 0.300 0.015 - -

Tapirira guianensis

(Leaves)
2.489 0.873 0.389 - 0.460 0.652 0.065 - -

Tapirira guianensis

(Stem bark)
1.470 0.260 0.114 - 0.470 0.735 0.211 - -

Myracrodruon urundeuva 

(Stem bark)
1.760 0.330 0.387 - 0.354 0.609 0.030 - -

Myracrodruon urundeuva

(Heartwood)
0.954 - - - - - - - -

Schinus terebenthipholius 

(Leaves)
- 0.630 0.743 - 0.840 0.517 0.110 - -

Attalea phalerata 

(Leaves) 
- 0.760 0.700 - 0,400 0.900 0.060 - -

Eugenia uniflora (Stem 

bark)
0.420 - - - - - - - -

Gomphrena elegans - 0.090 0.110 - 0.034 0.380 0.256 - -
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(Leaves)

Gomphrena elegans (Stem) - 0.102 0.090 - 0.243 0.212 0.045 - -

Annona dioica (Leaves) - 0.870 - 0.670 - - - 0.850 0.097

Annona dioica

(Heartwood)
- 0.434 - 0.320 - - - 0.680 0.045

Annona dioica

(Stem bark)
- 0.643 - 0.576 - - - 0.345 0.064

Annona dioica (heartwood 

subterranean)
- 0.123 - 0.280 - - - 0.290 0.023

Annona dioica (stem bark 

subterranean)
- 0.230 - 0.245 - - - 0.310 0.033

Solvents used in extraction: Et:Ethanol, h:hexane, D:Dichloromethane, C:Chloroform, Ea:Ethyl 

acetate, B:Butanol, H:Hydroalcohol , M:Methanol, A:Aqueous
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Table 2. Cytotoxic activity of fractions from vegetal extracts against tumor cell lines measured by 

the MTT assay*.

Sample
* Lethality (%)

MDA-MB-435 HCT-8 SF-295

Stem bark of Tabebuia heptaphylla

Hexane 62.80 69.12 53.60

Dichloromethane 97.80 100.00 100.00

Ethyl acetate 59.72 100.00 98.00

Butanol 99.45 78.91 76.37

Hydroalcohol 89.87 61.19 48.65

Leaves of Tapirira guianensis

Hexane 46.51 48.14 49.17

Dichloromethane 86.13 88.00 79.67

Ethyl acetate 100.00 100.00 100.00

Butanol 97.36 99.88 100.00

Hydroalcohol 97.69 96.27 99.13

Ethanol 64.78 76.69 86.36

Stem bark of Tapirira guianensis

Hexane 77.11 77.11 77.11

Dichloromethane 36.72 36.72 36.72

Ethyl acetate 31.32 31.32 31.32

Butanol 37.93 37.93 37.93

Hydroalcohol 100.00 100.00 100.00

Ethanol 41.12 41.12 41.12

Heartwood of Myracrodruon urundeuva

Ethanol 95.60 95.60 95.60
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Stem bark of Myracrodruon urundeuva

Hexane 94.28 49.42 60.12

Dichloromethane 99.45 58.75 56.21

Ethyl acetate 96.81 93.71 75.24

Butanol 94.28 100.00 94.27

Hydroalcohol 82.83 97.90 90.79

Ethanol 98.24 97.67 89.83

Leaves of Schinus terebenthifolius

Hexane 36.61 28.33 19.28

Dichloromethane 43.76 84.62 35.70

Ethyl acetate 94.83 97.44 100.00

Butanol 28.35 14.00 34.31

Hydroalcohol 30.38 54.14 27.27

Leaves of Gomphrena elegans

Hexane 96.35 100.00 96.35

Dichloromethane 19.17 13.80 19.17

Ethyl acetate 10.04 0.91 10.04

Butanol 97.39 99.68 97.39

Hydroalcohol 10.43 18.24 10.43

Stem of Gomphrena elegans

Hexane 24.38 24.38 24.38

Dichloromethane 9.78 9.78 9.78

Ethyl acetate 16.43 16.43 16.43

Butanol 18.38 18.38 18.38

Hydroalcohol 19.95 19.95 19.95

Leaves of Attalea phalerata
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Hexane 100.00 100.00 100.00

Dichloromethane 100.00 100.00 100.00

Ethyl acetate 94.72 81.35 65.77

Butanol 73.81 56.88 57.95

Hydroalcohol 100.00 100.00 100.00

Stem bark of Eugenia uniflora

Ethanol 95.60 84.85 75.24

Heattwood of Annona dioica

Hexane 43.19 35.74 52.87

Chloroform 100.00 95.63 100.00

Methanol 54.89 26.58 55.27

Aqueous 4.50 7.49 1.00

Stem bark of Annona dioica

Hexane 53.57 53.57 53.57

Chloroform 100.00 100.00 100.00

Methanol 4.76 4.76 4.76

Aqueous 3.64 3.64 3.64

Heartwood subterranean of Annona dioica

Hexane 63.29 58.59 47.93

Chloroform 100.00 100.00 100.00

Methanol 92.46 82.84 80.73

Aqueous 29.83 2.54 9.80

Stem bark subterranean of Annona dioica

Hexane 91.53 91.53 91.53

Chloroform 100.00 100.00 100.00

Methanol 38.69 38.69 38.69
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Aqueous 29.23 29.23 29.23

Leaves of Annona dioica

Hexane 39.88 35.74 44.53

Chloroform 96.89 89.44 80.40

Methanol 36.38 41.60 38.33

Aqueous 13.89 10.33 11.93

* Results are represented by means of three replicates.
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Efeito Inseticida de Extratos de Plantas Nativas do Mato Grosso do Sul, Brasil, sobre Sitophilus
zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidae)

RESUMO – A pesquisa e o uso de plantas inseticidas têm aumentado nos últimos anos. Sua compatibilidade com 
outros métodos de controle de insetos e a menor toxicidade aos mamíferos são algumas das vantagens que têm 
estimulado seu uso. Neste trabalho foram investigadas algumas espécies vegetais nativas de Mato Grosso do Sul 
quanto a seu potencial inseticida sobre Sitophilus zeamais Mots. Foram avaliados extratos de caules de Tapirira
guianensis Aubl. (Anacardiaceae), Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), Tabebuia heptaphylla (Vell.) 
Toledo (Bignoniaceae) e Gomphrena elegans Mart. (Amaranthaceae). Os grãos de trigo foram tratados com os extratos 
e distribuídos em caixas de acrílico contendo 20 indivíduos adultos não-sexados de S. zeamais, de 10 a 20 dias de 
idade. No controle os grãos de trigo foram tratados somente com solventes. A avaliação foi conduzida até o décimo dia 
contando o número de adultos mortos. Os tratamentos com extratos de T. heptaphylla e G. elegans apresentaram efeito 
inseticida desde o quinto dia, enquanto os demais extratos só o exibiram no décimo dia. Os seguintes extratos 
causaram mortalidade dos insetos: n-butanol, hexano e diclorometano de T. guianensis; etanol, acetato de etila, hexano 
e diclorometano de S. terebintifolius; acetonitrila-clorofórmio, etanol, e hexano de T. heptaphylla; etanol, hexano, 
diclorometano, hidroalcoólico e acetato de etila de G. elegans. A última espécie vegetal foi mais efetiva.

PALAVRAS-CHAVE – Planta inseticida, Gomphrena elegans, biopesticida, gorgulho-do-milho, bioprospecção. 

ABSTRACT – Research on insecticidal plants has increased in recent years, as has their utilization. Their 
compatibility with other methods of insect control and their lower toxicity to mammals are some of the advantages that 
have fostered their use. In the present study, selected plant species native to the state of Mato Grosso do Sul, Brazil, 
were investigated for their insecticidal potential against Sitophilus zeamais Mots. The extracts assayed were obtained 
from stems of Tapirira guianensis Aubl. (Anacardiaceae), Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), Tabebuia 
heptaphylla (Vell.) Toledo (Bignoniaceae), and Gomphrena elegans Mart. (Amaranthaceae). Wheat grains were 
treated with the extracts and distributed into acrylic containers, each holding 20 unsexed 10- to 20-day-old S. zeamais
adults. For the control the wheat grains were treated solely with solvents. The number of dead insects was counted 
daily until the tenth day. T. heptaphylla and G. elegans extracts exhibited insecticidal effect since the fifth day of 
treatment, whereas the effect of the other extracts was not observed before the tenth day. Insect death was caused by 
the following extracts: T. guianensis in n-butanol, hexane, and dichloromethane; S. terebinthifolius in ethanol, ethyl 
acetate, hexane, and dichloromethane; T. heptaphylla in acetonitrile-chloroform, ethanol, and hexane; and G. elegans
in ethanol, hexane, dichloromethane, ethyl acetate, and as hydroalcoholic extract. G. elegans extracts had the strongest 
insecticidal effect of all the species tested. 

KEYWORDS – Insecticidal plant, Gomphrena elegans, biopesticide, maize weevil, bioprospection.
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The maize weevil, Sitophilus zeamais Mots., is one 
of the pests that most affects stored grains in Brazil, 
given its bioecological features of cross infestation, high 
biotic potential, capability to invade stored grain mass, 
high number of host species, and the fact that both 
larvae and adult insects can cause injury to grains (Gallo 
et al. 2002). 

The utilization of plants to control insect pests is a 
relatively ancient practice. Some of the earliest products 
used for this purpose were nicotine, extracted from 
Nicotiana tabacum L. (Solanaceae); ryanodine, from 
Ryania speciosa Vahl. (Flacuorticaceae); sabadile, from 
Schoenocaulom officinale A. Gray. (Liliaceae); 
pyrethrin, from Chrysantemum cinerariaefolium Vis. 
(Asteraceae); and rotenone, extracted from Derris spp. 
and Lonchocarpus spp. (Fabaceae) (Jacobson 1989). 

A number of factors appear to limit the success of 
insecticidal plants, including the availability of 
competitive products (new synthetic compounds, 
materials derived from microbial fermentation) that are 
not only viable, but also somewhat safer than earlier 
synthetic insecticides. In the context of Integrated Pest 
Management (IPM), plant-derived insecticides constitute 
an alternative now widely used in organic production in 
industrialized countries. Their role, however, may be 
more relevant in the production and protection of stored 
grains in developing countries, because of their lower 
cost (Isman 2006). 

Knowledge on the negative impacts of the 
indiscriminate use of chemicals and the requirements of 
consumers on the quality of foodstuffs have motivated 
the search for new alternatives to control insects with 
lower environmental impact. Botanical insecticides for 
the control of stored grain pests are particularly 
promising, given the ease of management of treated 
materials (Tavares & Vendramim 2005).  

Considering these aspects and the need for 
conducting improved investigations on the 
phytochemical potential of native plant species of the 
state of Mato Grosso do Sul, the Biochemical 
Laboratory of the Federal University of Mato Grosso do 
Sul (UFMS) has been carrying out laboratory tests of the 
insecticidal activity of plant extracts obtained from 
selected species native to the Pantanal and Cerrado 
regions of the state. 

Material and Methods 

Biological material. The experiments were 
performed at 25 ± 2.2 °C, under relative humidity of 60 
± 10% and natural photoperiod—the same conditions 
under which the S. zeamais colony on wheat grains was 
maintained. G. elegans Mart., vulgar name ‘gonfrena,’ 
was collected along the rivers Sucuri and Baía Bonita 
(Bonito county, MS). T. guianensis Aubl., ‘tapirira,’ S. 
terebinthifolius Raddi, ‘aroeira-mansa,’ and T.
heptaphylla (Vell.) Toledo, ‘ipê-rosa,’ were collected 

from the Biological Reserve of UFMS, located in the 
Cerrado biome. Plant identification was performed by 
Ubirazilda Rezende, MSc., of UFMS, and exsiccates 
have been deposited at the UFMS Herbarium.  
Preparation of plant extracts. Plant materials, ranging 
in weight from 0.8 to 1.4 kg for each species, were air-
dried, cut into small pieces, and powdered in a Wiley-
type mill. The resulting matter was extracted with 
ethanol for seven days, with occasional stirring. The 
procedure was followed by filtration and concentration 
of the filtrate by rotaevaporation, and the residues were 
placed in a desiccator for dehydration. The solvents 
employed for extraction, partition, and chromatography 
were of analytical grade. 

The ethanolic extract was sequentially partitioned 
with hexane / dichloromethane / ethyl acetate / 
hydroalcoholic solution / n-butanol / acetonitrile-
chloroform, leaving an insoluble residue. For each 
species and fraction, an amount of extract equivalent to 
that obtained from 10 g of dried stems was reserved for 
the experiments. 
Biological assays of plant extracts. Using a laminar 
flow hood and a glass nebulizer coupled to a vacuum 
pump, wheat grains were nebulized with an amount of 
each extract fraction corresponding to 10 g of dried plant 
material. The fractions were prepared by diluting 10 g of 
extract with the appropriate solvents for every 100 g of 
wheat grains. To evaluate the insecticidal effect of the 
solvents alone, preliminary tests were conducted in 
which wheat grains were left for about 72 h in a hood at 
38 �C after nebulization with solvents (methanol, 
ethanol, chloroform, and hexane). The procedure did not 
affect insect survival. The temperature at 38 �C was 
chosen because it preserves the chemical characteristics 
of organic compounds in plant extracts. 

After drying, 10 g of grains each were transferred 
to round acrylic containers. Controls consisted of 
untreated grains. Twenty unsexed 10- to 20-day-old 
adults of S. zeamais were place in each acrylic container. 
Evaluations were done on the first, second, fifth, and 
tenth days by counting the number of dead insects. The 
extract fractions were distributed according to a random 
experimental planning of ten repetitions for each 
treatment. For the purpose of analysis, data were 
cumulative from the first to the tenth day. 

The results were subjected to analysis of variance 
(F-test). Whenever a significant difference was found 
between the means at the 5% level of error probability, 
the analysis was supplemented by applying Tukey’s test 
to compare the means. 

Results and Discussion 

Results of extracts obtained from 10 g of dried 
stems, tested for insecticidal activity against S. zeamais
are in Table 1. 
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Table 1. Extracts obtained from 10 g of dried stems, tested for insecticidal activity against S. zeamais.
Species Extracts (g) 

Hexane Acetonitrile-
chloroform

Dichloro-
methane 

Ethyl 
acetate 

N-butanol Ethanol Hydro-
alcoholic 

Residue

Tapirira guianensis Aubl.  0.015 - 0.020 0.130 0.680 1.100 - 0.030 

Schinus terebinthifolius
Raddi

0.098 - 0.064 0.280 1.410 2.700 - 0.850 

Tabebuia heptaphylla
(Vell.) 

0.030 0.100  1.040 0.010 1.900 - - 

Gomphrena elegans 
Mart. 

0.041 - 0.031 0.141 - 0.360 0.010 - 

Because no mortality attributable to any of the 
extracts was observed during the first two days of the 
experiment, the corresponding data were not included in 
the analysis. From the fifth day onward, significant 
differences from controls were observed for some 
extracts. Only on the tenth day did these differences 
become more pronounced (Tables 2-5). Insect death 
caused by extracts of G. elegans was observed only after
the fifth day (Table 5) - a reason why the experiment 
was carried out for ten days, given the likelihood that a 
cumulative insecticidal effect may have occurred which 
was not obvious until the fifth day. 

The dichloromethane, hexane, and n-butanol 
extracts from T. guianensis stems exhibited weak 

activity (below 20%) on the fifth day (F = 22.08, df = 6, 
P = 0.0001) and tenth day (F = 44.26, df = 6, P = 
0.0001) (Table 2). No previous data were available on 
the insecticidal activity of this species, although the 
presence of tannins, flavonoids, and triterpenoids has 
been reported for several parts of this plant (Jardim et al.
2005). These classes of compounds are generally 
associated with antifeedant activity against insects, 
being thus defined as deterrents (Sharma & Norris 1994, 
Murthy et al. 1998, Prasad et al. 1998, Park et al. 2000, 
Calcagno et al. 2002, Morimoto et al. 2002, Piubelli et
al. 2003).  

Table 2. Mortality rates (% ± EP) in S. zeamais adults feeding on wheat grains treated with extracts of T. guianensis
stems.

Treatment (extracts) Mortality rates 
1st day1 2nd day1 5th day2 10th day2

Dichloromethane 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 13.00 ± 03.50 a 13.00 ± 03.50 a 
Hexane 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 12.50 ± 02.64 a 12.50 ± 02.64 a 
N-butanol 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 12.00 ± 04.83 a 12.00 ± 04.83 a 
Ethyl acetate 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 05.00 ± 04.08  b 05.00 ± 04.08  b 
Ethanol 00.00 ± 00.00 05.00 ± 01.58 04.50 ± 04.38  b 04.50 ± 04.38  b 
Residue 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 01.50 ± 03.50  b 01.50 ± 03.50  b 
Controls 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 01.00 ± 02.11  b 01.00 ± 02.11  b 
1 Means not analyzed. 
2 Means followed by the same letter in the same row do not differ significantly (Tukey’s test, 5% significance).

Tannins are inhibitors of proteases, affecting insect 
growth and survival, since they inactivate digestive 
enzymes and form a tannin-protein complex not easily 
degradable (Strong et al. 1984, Mello & Silva-Filho 
2002). Flavonoids may act as feeding inhibitors at high 
concentrations and as phagostimulants at low 
concentrations, as demonstrated for Heliothis zea 
Boddie and Helicoverpa armigera (Hubner) in the final 
stages of development (Simmonds 2001). Terpenoids 
are toxic and deterrent to many insects and herbivorous 
mammals. The best known examples are pyrethroids, 
which are monoterpene esters with strong insecticidal 
activity, and essential oils with recognizable repellent 
action. Phytoecdisones are terpenes that share a basic 

chemical structure with hormones of juvenile insects, 
affecting their growth. Azadirachtin, a terpenic 
compound, is also highly effective, thanks to its low 
toxicity to mammals and its noxious effect on insects. It 
is extracted from a species native to India, Azadirachtina 
indica, popularly known as ‘neem’ (Viegas Júnior 2003, 
Taiz & Zeiger 2006).  

Although the results of most treatments with S. 
terebinthifolius differed from those of controls, mortality 
was considerably low, not achieving 20% (F = 23.87, df 
= 6, P = 0.0001) (Table 3). The dichloromethane and 
hexane fractions were the most effective. Other species 
of this genus have demonstrated insecticidal activity 
against dipterans (Laurent et al. 1998).  
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Table 3. Mortality rates (% ± EP) in S. zeamais adults feeding on wheat grains treated with extracts of S.
terebinthifolius stems. 

Treatment (extracts) Mortality rates 
1st day1 2nd day1 5th day1 10th day2

Dichloromethane 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 18.00 ± 03.50 a 
Hexane 00.50 ± 1.58 00.50 ± 01.58 00.50 ± 01.58 16.50 ± 05.80  b 
Ethyl acetate 00.00 ± 00.00 00.50 ± 01.58 01.50 ± 03.37 14.00 ± 03.94   c 
Ethanol 00.00 ± 00.00 00.50 ± 01.58 02.50 ± 04.25 13.00 ± 05.38   c 
Residue 00.00 ± 00.00 00.50 ± 01.58 00.50 ± 01.58 10.00 ± 01.50    d 
N-butanol 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 02.00 ± 03.50 05.00 ± 02.36     e 
Controls 00.50 ± 01.58 00.50 ± 01.58 00.50 ± 01.58 01.50 ± 02.42      f 
1 Means not analyzed. 
2 Means followed by the same letter in the same row do not differ significantly (Tukey’s test, 5% significance). 

With regard to T. heptaphylla, only its hexanic 
extract showed insecticidal effect (23%) on the fifth day 
(F = 7.26, df = 6, P = 0.0001). The ethanolic and hexanic 
extracts led to similar mortality rates, of nearly 35%, on 
the tenth day (F = 6.23, df = 6, P = 0.0001) (Table 4). 
The ethyl acetate, n-butanol, and acetonitrile-chloroform 
fractions caused mortality rates of intermediate value 
(Table 4). Other species of the genus Tabebuia are 
known for their insecticidal effect (Dória et al. 2004, 
Singh & Saratchandra 2005). 

All extracts of G. elegans stems led to mortality 
rates ranging from 36% to 46.55% only on the tenth day, 
though not differing from controls before that time point 
(F = 97.34, df = 5, P = 0.0001) (Table 5). No 
phytochemical data for this species were found in the 

literature. Studies of this type have been conducted at 
the Biochemistry Laboratory of UFMS. 

The mortality effect observed in the extracts of the 
plants selected for this study can be attributed to the 
presence of secondary metabolites, thus termed for not 
playing a direct role in essential metabolic processes 
such as photosynthesis, respiration, transport of solutes, 
translocation, or protein and lipid synthesis. Moreover, 
they occur in restricted families, and diversely from 
primary metabolites (Taiz & Zeiger 2006). 

The results achieved in the present investigation 
warrant more extensive studies to be conducted with G.
elegans, with the purpose of isolating compounds with 
insecticidal activity. 

Table 4. Mortality rates (% ± EP) in S. zeamais adults feeding on wheat grains treated with extracts of T. heptaphylla
stems.  

Treatment (extracts) Mortality rates 
1st day1 2nd day1 5th day2 10th day2

Hexane 00.50 ±0 1.58 2.50 ± 02.63 23.00 ± 13.58 a 35.50 ± 15.54 a 
Ethanol 00.50 ± 01.58 2.00 ± 02.58 10.00 ± 11.30  b 35.50 ± 27.73 a 
Acetonitrile-chloroform 00.50 ± 01.58 01.50 ± 02.41 10.00 ± 09.72  b 24.00 ± 12.43 ab 
N-butanol 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 06.50 ± 05.30  b 20.00 ± 14.91 ab 
Ethyl acetate 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 02.00 ± 03.50  b 12.50 ± 15.14 b 
Controls 00.50 ± 01.58 00.50 ± 01.58 00.50 ± 01.58  b 00.50 ± 01.58  b 
1 Means not analyzed. 
2 Means followed by the same letter in the same row do not differ significantly (Tukey’s test, 5% significance). 

Table 5. Mortality rates (% ± EP) in S. zeamais adults feeding on wheat grains treated with extracts of G. elegans
stems.  

Treatment (extracts) Mortality rates 
1°1 2°1 5°1 10°2

Dichloromethane 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 46.50 ± 05.30 a 
Hexane 00.00 ± 00.00 01.00 ± 02.11 01.00 ± 02.11 40.00 ± 04.08 a 
Ethyl acetate 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 39.50 ± 04.97 a 
Hydroalcoholic 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 39.00 ± 06.15 a 
Ethanol 00.00 ± 00.00 05.00 ± 01.58 05.00 ± 01.58 36.00 ± 06.58 a 
Controls 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 00.00 ± 00.00 02.00 ± 02.58  b 
1 Means not analyzed. 
2 Means followed by the same letter in the same row do not differ significantly (Tukey’s test, 5% significance). 
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RESUMO – (Bioprospecção de substâncias inseticidas de plantas nativas de Mato Grosso do Sul, Brasil). No presente trabalho foi
avaliada a atividade inseticida de extratos de limbos foliares de Tapirira guianensis Aubl. (Anacardiaceae), Attalea phalerata (Mart. ex
Spreng.) Burret (Arecaceae), Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) e Gomphrena elegans Mart. (Amaranthaceae) e de caules de Myracrodruon
urundeuva Allemão (Anacardiaceae). Foram testados quatro extratos e 18 frações, com diferentes polaridades. Dez gramas de grãos de
trigo foram pulverizados com 1 mL de cada extrato a 10% (p/v). Após a evaporação do solvente a 38 ºC, os grãos foram acondicionados
em recipientes juntamente com 20 indivíduos adultos de Sitophilus zeamais não sexados, com 10 a 20 dias de idade. As avaliações foram
feitas no quinto e no décimo dia, contando-se o número de insetos mortos e descartando-os. Os extratos foliares de G. elegans
ocasionaram mortalidade de 27% a 60% até o quinto dia, enquanto os demais extratos testados, quando ativos, não ultrapassaram a faixa
de 20% de mortalidade no mesmo período. No décimo dia, os extratos mais ativos foram o proveniente de A. phalerata (hexânico, 36,5%)
e todos os de G. elegans (52% a 80,5%), enquanto os demais extratos causaram até 30% de mortalidade.

Palavras-chave: metabólitos secundários, plantas inseticidas, gorgulho-do-milho, Sitophilus zeamais

ABSTRACT – (Bioprospecting insecticidal compounds from plants native to Mato Grosso do Sul, Brazil). This paper reports on an
evaluation of the insecticidal activity of extracts prepared from leaves of Tapirira guianensis Aubl. (Anacardiaceae), Attalea phalerata
(Mart. ex Spreng.) Burret (Arecaceae), Eugenia uniflora L. (Myrtaceae), and Gomphrena elegans Mart. (Amaranthaceae) and from
stems of Myracrodruon urundeuva Allemão (Anacardiaceae). Four extracts and 18 fractions with a range of polarities were tested. Ten-
gram batches of wheat grains were each nebulized with 1 mL of a separate extract at 10% w/v. After solvent evaporation at 38 ºC, the
grains were placed into flasks along with 20 unsexed 10- to 20-day old adult individuals of Sitophilus zeamais. The assessment was
carried out on the fifth and tenth day by counting and discarding the dead insects. Leaf extracts of G. elegans showed an insecticidal effect
ranging from 27% to 60% by the fifth day, whereas the effect of the remaining extracts tested (if active at all) did not exceed 20% in the
same period. By the tenth day, the most active extracts were those of A. phalerata (hexanic, 36.5%) and all those of G. elegans
(52-80.5%), whereas the effect of the other extracts did not exceed 30%.

Key words: secondary metabolites, insecticidal plant, maize weevil, Sitophilus zeamais

Introduction

From the academic point of view, plants represent
a vast storehouse of potentially useful natural products,
and in fact many laboratories worldwide have screened
thousands of species of higher plants, not only in search
of pharmaceuticals, but also of pest control products
(Van Beek & Breteler 1993). Botanical insecticides have
long been heralded as attractive alternatives to synthetic
chemical insecticides for pest management because
botanicals reputedly pose little threat to the environment
or to human health. The body of scientific literature
documenting bioactivity of plant derivatives on arthropod
pests continues to expand, yet only a handful of botanicals
are currently used in agriculture in the industrialized world,

and few are the prospects for commercial development
of new botanical products (Isman 2006).

A major motivation to promote research on and use
of pest control methods at low environmental cost is
the demand of consumers searching for healthier
products, a social behavior reflected in product
registration laws that favor the use of low-cost
insecticides having minimal environmental impact.
Another reason is that botanicals have been a focus of
interest of chemists and biologists because of their
structural complexity, potency, and selectivity. Pyrethrum
has been the most important botanical for almost two
centuries (Isman 2000). Rotenone, ryanodine, veratridine,
and azadirachtin, active ingredients of ryania (Ryania
speciosa), sabadilla (Schoenocaulon officinale), and
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neem (Azadirachta indica), respectively, have been
widely used for their effectiveness and low toxicity to
mammals. The most vigorous development program in
recent years has been that for expanded uses of neem
seed extract (Casida & Quistad 1998; Isman 2000).

Over 200,000 metabolites are currently known,
which are estimated to account for roughly 10% of the
possible number of these compounds in nature (Croteau
et al. 2000; Dixon & Strack 2003). Their structures,
functions, and uses have not been sufficiently evaluated.
In general these compounds do not take part in basic
metabolism, but are essential to the plant by mediating
plant–plant and plant–herbivore interactions. They also
play a role in aspects such as flower coloration and scent
and food color and taste, in addition to granting resistance
against pests and diseases (Verpoorte et al. 1999; Dixon
2001).

Plants native to the Pantanal and Cerrado regions
of the southwestern state of Mato Grosso do Sul, in
Brazil, have been poorly studied, despite being a rich
source of promising molecules for insect control. To
evaluate the insecticidal effect of these plants we have
selected the maize weevil Sitophilus zeamais Motsch.
(Curculionidae) as a model, since it is the main insect
pest of stored wheat in Brazil. Furthermore, it has a
great number of hosts, high biotic potential, and high
capacity for grain mass penetration and cross-infestation,
causing damage particularly to corn, rice, and wheat
stocks (Santos et al. 1990; Gallo et al. 2002). These
features led us to select several plant species in order to
prepare extracts and carry out an evaluation of their
insecticidal activity against S. zeamais.

Material and methods

Biological material – The colony of S. zeamais on wheat
grains was kept at 25±2.2 °C, at relative humidity of
60±10% and natural photoperiod. The experiments were
conducted under the same conditions. Gomphrena
elegans Mart. (Amaranthaceae) was collected from the
rivers Sucuri and Baía Bonita, in Bonito county, Mato
Grosso do Sul. Tapirira guianensis Aubl.
(Anacardiaceae), Attalea phalerata (Mart. ex Spreng)
Burret (Arecaceae), Eugenia uniflora L. (Myrtaceae)
and Myracrodruon urundeuva Allemão (Anacardiaceae)
were collected from the UFMS Biological Reserve,
located in Cerrado landscape. Plant identification was
based on the collected material. Exsiccates were
deposited in the UFMS Herbarium. Selection of species,
extracts, and fractions was based on previous chemical
ecology studies conducted at the UFMS Laboratory of
Biochemistry, where additional biological activities had
been tested. The present investigation is an effort to

further understand the ecology of these native plants.

Preparation of plant extracts – The solvents used in
extraction, partition, and chromatography procedures
were of analytical grade.

Plant material was collected in May 2006. Plants
exhibiting natural injury were selected for leaf and stem
collection. Each batch (10 g of leaves and stems) was
air-dried, cut in small pieces, and then crushed in a Wiley-
type mill. The resulting material was extracted with
ethanol for seven days, with occasional stirring, and
filtrated. The filtrate was concentrated by rotaevaporation
and placed in a desiccator for dehydration. As a semi-
purification step, it was submitted to liquid-liquid partition
with solvents of increasing polarity. Choice of partition
methods was based on pilot experiments conducted for
each species, applying methodology adapted from
Cechinel Filho & Yunes (1998).

Leaves of T. guianensis and stems of M. urundeuva
were submitted to partition with hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, and n-butanol. This
method usually yields a final residue containing mostly
polar compounds (the so-called polar fraction). Leaves
of Attalea phalerata (Mart. ex Spreng) Burret and
G. elegans were submitted to partition with hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, and hydroalcoholicm a
method that does not yield an insoluble residue at the end
of partition. Because the crude extract of E. uniflora
leaves was not subjected to partition, only the ethanolic
extract of this species was tested.

Insecticidal activity assay – Wheat grains were nebulized
in a laminar-flow hood using a glass nebulizer coupled
to a vacuum pump. The weight of the extracts and phases
employed in the assays are discriminated in Table 1. The
extracts were diluted with 10 mL of an appropriate solvent
for each 100 g of wheat grains. Preliminary tests were
conducted to evaluate the insecticidal effect of the
solvents alone, revealing that when wheat grains were
left for about 72 h in a hood at 38 ºC after solvent
spraying (ethanol, n-butanol, ethyl acetate,
dichloromethane, hexane), insect survival was not
affected. A temperature of 38 ºC was chosen because it
preserves the chemical characteristics of organic
compounds present in vegetal extracts. The grains were
subjected to the same treatment, whether with extracts
or fractions.

After drying, the grains were transferred to plastic
round-bottom flasks (10 g per flask). Control flasks held
untreated grains. Twenty 10- to 20-day-old adult
specimens of S. zeamais (unsexed) were placed in each
flask. Evaluations were carried out on the fifth and tenth
day by counting the number of dead insects and
discarding them. The extract fractions were distributed
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according to a random experimental planning of ten
repetitions for each treatment. To meet analysis purposes,
data from the first to the tenth day were cumulative.
The data were subjected to variance analysis (F test).
When a significant difference was detected between
means at 5% level of significance, a supplementary
analysis was performed by comparing means using
Tukey’s test.

Results and discussion

Experiments for evaluating the effect that plant
extracts have on the mortality of adult coleopters usually
do not extend beyond the fifth day (Tapondjou et al.
2002; Mazzonetto & Vendramim 2003; Silva et al. 2003;
Tavares & Vendramim 2005). In the present investigation,
the effect on mortality was actually observed from the
fifth day, but discrimination among the various fractions
was facilitated by collecting data until the tenth day
(Table 2).

Of the T. guianensis preparations tested, only the
n-butanol fraction from leaves affected the survival of
S. zeamais adults by the fifth day. By the tenth day the
dichloromethane, hexane, and polar fractions also caused
mortality (Table 2, test 1). Even though some extracts
led to insect death, the effect was below 20%. No data
were found in the literature concerning the insecticidal
activity of T. guianensis on other insects. The plant
species, however, contains tannins, flavonoids, and
terpenoids (Jardim et al. 2005), which are compounds
associated with insect antifeedant activity (Sharma &
Norris 1994; Simmonds 2001; Park et al. 2000; Calcagno
et al. 2002; Morimoto et al. 2002; Piubelli et al. 2003).

With regard to A. phalerata leaf extracts, the
hexanic phase led to 19.0% and 36.5% of mortality by
the fifth and tenth day, respectively. The other fractions
showed very low insecticidal activity (Table 2, tests 1
and 2). In addition to its medicinal properties, the
species is attractive to bees, is grazed by cattle, and
has edible fruits and seeds (Guarim Neto & Morais

2003; Pott & Pott 2003).
The ethanolic extract of E. uniflora leaves did not

exhibit insecticidal activity on S. zeamais (Table 2,
test 2), although tannins and alkaloids have already been
detected in the leaves of this plant (Lee et al. 1997;
Matsumura et al. 2000). Alkaloids are classified as
qualitative toxics, as they act even in small amounts and
are deleterious to most insects (Strong et al. 1984; Mello
& Silva Filho 2002).

Of the M. urundeuva preparations, the effects of
the n-butanol phase and the polar fraction on the insects
differed from the controls starting on the fifth day. By
the tenth day all treatments differed from controls, but
values were below 30% (Table 2, test 3), despite the
presence of tannins and alkaloids in this species
(Cavalcante et al. 2006).

From the fifth day onward all fractions prepared
from leaves of G. elegans had effects that diverged from
controls. The ethyl acetate phase was particularly
noteworthy, as it led to a 60% rate of mortality. By the
tenth day the rate for the hydroalcoholic phase (76%)
was similar to that for ethyl acetate (80.5%). The
dichloromethane and hexanic phases and the ethanolic
extract caused an intermediate level of mortality (71.5%,
69%, and 52%, respectively) (Table 2, test 4). G. elegans
leaves are known to contain saponins and coumarins
(Saito et al. 2004). Coumarins have insecticidal effects
similar to that of rotenone, generating transport blockage
of electrons during the respiratory process (Nicholson
et al. 1995).

Gomphrena elegans is an aquatic plant native to the
Bonito region of Mato Grosso do Sul. Its overgrowth,
mainly on shores of the rivers Sucuri and Baía Bonita,
has been an object of concern to environmentalists. No
data are available in the literature on the phytochemical
profile of the species. Considering its high capacity for
survival and reproduction, which allow it to compete
successfully with other aquatic species, G. elegans may
have genetic potential to produce defense compounds
against a vast range of herbivores.

Table 1. Plant extracts tested for insecticidal activity against Sitophilus zeamais.

Species (plant part) Weight (g)

Phase

Ethanolic Dichloro Ethyl a n-Butanol Hexanic Hydro Polar
extract  methane cetate alcoholic fraction

Tapirira guianensis (leaves) - 0.032 0.170 0.580 0.300 - 0.015
Attalea phalerata (leaves) 2.544 0.760 0.700 - 1.300 0.060 -
Eugenia uniflora (leaves) 0.420 - - - - - -
Gomphrena elegans (leaves) 0.920 0.090 0.110 - 0.380 0.256 -
Myracrodruon urundeuva (stems) 1.740 0.025 0.360 0.845 0.260 - 0.005
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Table 2. Adult mortality (%) by the fifth and tenth day in Sitophilus zeamais feeding on wheat grains treated with extracts and fractions
prepared from plants native to Mato Grosso do Sul, Brazil.

Treatment Mortality*

5th day 10th day

Test 1 (F7,79 = 17.20, P = 0.0001)

Leaves of Tapirira guianensis
N-butanol 12.00 ± 04.83 a 18.00 ± 06.32 a
Dichloromethane 05.50 ± 04.38 b 12.50 ± 05.40 abc
Hexanic 05.00 ± 04.71 b 09.50 ± 06.85 bc
Polar fraction 04.50 ± 04.38 b 08.50 ± 04.12 bc
Ethyl acetate 01.00 ± 02.11 b 05.00 ± 04.71 cd

Leaves of Attalea phalerata
Ethanolic 04.50 ± 05.50 b 13.50 ± 07.09 ab
Ethyl acetate 04.50 ± 04.97 b 05.50 ± 05.50 cd
Control 01.00 ± 02.11 b 01.00 ± 02.11 d

Test 2 (F4,49 = 47.55, P = 0.0001)

Leaves of Attalea phalerata
Hexanic 19.00 ± 18.97 a 36.50 ± 20.15 a
Dichloromethane 07.00 ± 05.87 b 10.50 ± 09.26 b
Hydroalcoholic 03.00 ± 07.89 b 05.50 ± 08.32 bc

Leaves of Eugenia uniflora
Ethanolic 05.00 ± 08.50 b 08.00 ± 10.50 bc
Control 01.00 ± 02.11 b 01.00 ± 02.11 c

Test 3 (F6,69 = 5.76, P = 0.0001)

Stems of Myracrodruon urundeuva
N-butanol 15.00 ± 09.72 a 28.50 ± 16.84 a
Polar fraction 13.50 ± 13.34 a 27.50 ± 19.61 a
Hexanic 12.50 ± 09.79 ab 24.50 ± 15.71 ab
Ethanolic 12.00 ± 10.85 ab 18.00 ± 15.13 ab
Ethyl acetate 07.50 ± 12.96 ab 18.00 ± 22.88 ab
Dichloromethane 09.00 ± 09.66 ab 14.00 ± 10.22 b
Control 01.00 ± 02.11 b 01.00 ± 02.11 c

Test 4 (F5,59 
= 42.34, P = 0.0001)

Leaves of Gomphrena elegans
Ethyl acetate 60.00 ± 08.82 a 80.50 ± 10.92 a
Hydroalcoholic 39.00 ± 08.76 b 76.00 ± 09.66 a
Dichloromethane 33.50 ± 04.74 b 71.50 ± 07.47 ab
Hexanic 41.50 ± 07.84 b 69.00 ± 06.99 ab
Ethanolic 27.00 ± 04.22 b 52.00 ± 09.78 ab
Control 03.00 ± 02.58 c 03.50 ± 03.38 c

* Means followed by the same letter in the same column do not differ significantly (Tukey’s test, P ≥ 0.05).

Although T. guianensis, A. phalerata, and
M. urundeuva exhibited some insecticidal effect on
S. zeamais, G. elegans was the most promising species,
with an insecticidal effect of up to 80%, a finding that
may help to explain its successful establishment in the
field. Further studies using additional fractions prepared
from this last species are warranted, so that its
insecticidal compounds can be identified and their effects
on other biological parameters of S. zeamais can be
evaluated.
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