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RESUMO 

Conchocarpus fontanesianus (Rutaceae), conhecida popularmente como pitaguará, é uma 

espécie endêmica de Floresta Ombrófila Densa de Encosta, em áreas de Mata Atlântica, mais 

precisamente em regiões de restinga do estado de São Paulo e Rio de janeiro. Na literatura, foi 

encontrado somente um registro sobre estudo químico realizado com a espécie, e em espécies 

do mesmo gênero já foram encontrados diversos metabólitos como alcalóides 

(furoquinolínicos, acridônicos) e cumarinas (furanocumarinas). O presente trabalho teve como 

objetivo realizar o estudo químico de C. fontanesianus com o objetivo de ampliar o 

conhecimento sobre a química da espécie, analisando a composição química de seus extratos 

(compostos fixos, ramos e folhas) e dos componentes voláteis (óleos voláteis, folhas) de duas 

regiões de Mata Atlântica (Jureia e Caraguatatuba), além de avaliar o potencial biológico 

destes. Os óleos foram extraídos de folhas frescas por hidrodestilação (3 horas) e analisados 

por Cromatografia a Gás acoplado a Espectrometria de Massas. A identificação foi feita 

através da comparação dos padrões de fragmentação obtidos com os das bibliotecas de 

referencias (NIST08, WILEY e ADAMS) e os Índices de Kovats. Os extratos foram obtidos 

apartir de ramos caulinares e folhas secas, que foram moídos e extraídos com etanol, sob 

pressão e temperatura. O extrato etanólico bruto (EEB) sofreu partição líquido/líquido para 

fornecer extratos hexânicos (HEX), extratos diclorometânicos (DCM) e extratos em acetato 

de etila (AcOEt). Os extratos diclorometânico dos ramos e folhas demonstraram significante 

atividade antifúngica em cromatografia de camada delgada. Utilizando a técnica de 

fracionamento guiado por bioensaios seguido de microfracionamento por PREP-HPLC-UV 

foi possível localizar os compostos ativos. Diferentes zonas dos cromatogramas foram 

relacionadas com a atividade. Em paralelo com a abordagem da atividade do perfil 

cromatográfico baseado no HPLC, HPLC-DAD-ESI-MS e UPLC-TOF-MS foram utilizados 

para a identificação precoce de alguns dos compostos presentes na zona ativa. O isolamento 

das substâncias alvo foi realizado por cromatografia líquida de média pressão (MPLC-UV) e 

por HPLC preparativo. Usando essa abordagem, 23 compostos foram identificados; 21 foram 

efetivamente isolados e 2 identificados por desreplicação. Destes isolados, 7 são compostos 

naturais ainda não descritos; 5 alcaloides com núcleo indolopiridoquinazolínico e 2 

triterpenos do tipo limonoide. A elucidação estrutural dos compostos isolados foram feitas 

através de métodos espectroscópicos clássicos, incluindo NMR 2D e espectrometria de 

massas de alta resolução. Além da atividade antifúngica, foram avaliados ainda o potencial 

antioxidante dos extratos, frações e compostos puros. Os compostos que apresentaram maior 

potencial antifúngico foram os alcaloides flindersina (18) (C. albicans, LD = 10 g; C. 
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cladosporioides, LD = 5 g), 7-metoxiflindersina (19) (Candia albicans e C. 

sphaerospermum, LD = 10 g; C. cladosporióides, LD = 5 g), -fagarina (10) e haplopina 

(7) (C. sphaerospermum, LD = 2,5 g; C. cladosporióides, LD = 1 g, ambos). Na avaliação 

da atividade antioxidante (DPPH) os compostos que apresentaram forte potencial foram a 

amida moupinamida (4) (IC50 = 10,53 g/mL) e o alcaloide haplopina (7) (IC50 = 12,64 

g/mL). Os óleos voláteis não apresentaram atividade antioxidante e apresentaram fraca 

atividade antifúngica. 

 

Palavras-chave: Rutaceae, Conchocapus fontanesianus, atividades biológicas, óleos voláteis, 

alcaloides e técnicas hifenadas. 
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ABSTRACT 

Conchocarpus fontanesianus (A. St.-Hil.) Kallunki & Pirani (Rutaceae), popularly known as 

pitaguará, is a Brazilian native and endemic species distributed in the Atlantic Rainforest. In 

the literature, only one record was found on chemical study of this specie, and in the same 

genus have been found various metabolites such as alkaloids (furoquinoline, acridone) and 

coumarins (furanocoumarins). This study aimed to carry out the chemical study of C. 

fontanesianus in order to increase chemical knowledge of this specie by analyzing the 

chemical composition of its extracts (fixed metabolites from branches and leaves) and volatile 

components (volatile oils from leaves) of two regions of the Atlantic Rain Forest (Juréia e 

Caraguatatuba), and evaluate its biological potential. The oils were extracted from fresh 

leaves by hydrodistillation (3 hours) and analyzed by GC-MS. The identification was made by 

comparasion of fragmentation patterns obtained with the reference libraries (NIST08, Wiley 

and Adams) and Kovats index. The extracts were obtained starting from dried stem branches 

and leaves, which were ground and extracted with ethanol, under pressure and temperature 

(ASE300). The crude ethanolic extract suffered liquid/liquid partition to give hexane extracts 

(HEX), dichloromethanic extracts (DCM) and ethyl acetate extracts (AcOEt). The 

dichloromethane extract of the stem barks and leaves of this plant showed significant 

antifungal activity on thin layer chromatography bioautographic assays. Active compounds 

were isolated by bioassay-guided fractionation followed by HPLC-microfractionation to 

localize the active compounds. Different zones of the HPLC-UV chromatograms were linked 

to antifungal activities. In parallel to this HPLC-based activity profiling, HPLC-PDA-ESI-MS 

and UPLC-TOF-HRMS were used for the early identification of some of the compounds 

present in this active zone. The targeted isolation of the active compounds was performed by 

medium pressure liquid chromatography (MPLC-UV) and preparative HPLC. Using this 

approach, 23 compounds were identified, 21 have been effectively isolated and 2 identified by 

dereplication. Of these, 7 are natural compounds not described, 5 alkaloids with 

indolopiridoquinazoline nucleus and 2 triterpenes of the limonoid type. The structures of the 

isolated compounds were elucidated by classical spectroscopic methods including 2D NMR 

and HR-MS. In addition to the antifungal activity were also evaluated the antioxidant 

potential of extracts, fractions and pure compounds. The compounds that showed greater 

potential antifungal were the alkaloids flindersine (18) (C. albicans, DL = 10 g; C. 

cladosporioides, DL = 5 g), 7-metoxiflindersine (19) (Candia albicans e C. 

sphaerospermum, DL = 10 g; C. cladosporióides, DL = 5 g), -fagarine (10) and haplopine 

(7) (C. sphaerospermum, DL = 2,5 g; C. cladosporióides, DL = 1 g, both). In the 
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evaluating of the antioxidant activity (DPPH), the compounds that showed strong potential 

were the amide moupinamide (4) (IC50 = 10,53 g/mL) and the alkaloid haplopine (7) (IC50 = 

12,64 g/mL). The volatile oils showed weak antifungal activity and didn’t show antioxidant 

activity. 

 

Key-words: Rutaceae, Conchocarpus fontanesianus, biological activity, volatile oils, 

alkaloids and hyphenated techniques. 
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1. INTRODUÇÃO 

 A natureza sempre despertou no homem um fascínio encantador, não só pelos recursos 

oferecidos para sua alimentação e manutenção, mas por ser sua principal fonte de inspiração e 

aprendizado. A busca incessante pela compreensão das leis naturais e o desafio de transpor 

barreiras à sua sobrevivência, como o clima e as doenças, levaram o homem ao atual estágio 

de desenvolvimento científico, após o avanço tecnológico observado nos dias de hoje (Viegas 

Jr et al., 2006). 

 

1.1. Os Produtos Naturais e sua Importância Econômica 

As plantas superiores constituem uma das fontes naturais mais importantes de 

alimentos, fibras, madeira e também de diversos produtos químicos como óleos, essências, 

corantes, além de diversas substâncias de importância farmacêutica, e desde os primórdios das 

civilizações, tem contribuído significativamente para o fornecimento de substâncias úteis aos 

seres humanos (Calixto, 2005). 

 O profundo conhecimento do arsenal químico da natureza, pelos povos primitivos e 

pelos indígenas pode ser considerado fator fundamental para o descobrimento de substâncias 

tóxicas e medicamentosas ao longo do tempo. A convivência e o aprendizado com os mais 

diferentes grupos étnicos trouxeram valiosas contribuições para o desenvolvimento da 

pesquisa em produtos naturais, do conhecimento da relação intima entre a estrutura química 

de um determinado composto e suas propriedades biológicas e da inter-relação 

animais/insetos-plantas (Viegas Jr et al., 2006). 

 Muitos fatores são importantes para o sucesso no descobrimento de novos fármacos, 

dentre eles a diversidade química dos compostos que serão selecionados, cujas fontes podem 

ser: produtos naturais, compostos sintéticos ou semissintéticos. Dentre estas possibilidades os 

produtos naturais são considerados como a fonte de maior diversidade química (Strege, 1999). 

Os produtos naturais têm um papel relevante na economia, onde se estima que o mercado 

mundial de fitoterápicos movimente cerca de US$ 22 bilhões por ano. Em 2000, o setor 

faturou US$ 6,6 bilhões nos EUA e US$ 8,5 bilhões na Europa, sendo a Alemanha o maior 

mercado mundial de fitoterápicos (Pinto et al., 2002). 

 Entre as 300 mil espécies de plantas conhecidas no planeta apenas uma pequena 

porcentagem, cerca de 25 mil, foi investigada fitoquimicamente e a fração destas submetidas à 

triagem biológica ou farmacológica é ainda menor. As plantas superiores são uma fonte de 

milhares de produtos naturais, com uma quase infinita variedade de diferentes estruturas 
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Figura 1 – Estruturas químicas de quinina, cânfora e cocaína. 

químicas (Henkel et al., 1999; Calixto, 2005). Seus metabólitos secundários, melhor 

conceituados como metabólitos especiais (Gottlieb et al., 1996), tiveram um papel 

fundamental no desenvolvimento da química orgânica sintética moderna. Historicamente, o 

desenvolvimento da química orgânica ocorreu paralelamente ao estudo de plantas e ao 

surgimento da Química de Produtos Naturais, principalmente a partir do século XIX, quando 

foram registrados os primeiros estudos sobre plantas com base científica (Montanari & 

Bolzani, 2001). A Química de Produtos Naturais é o estudo dos compostos químicos 

produzidos por organismos vivos sejam eles plantas, animais ou microrganismos, tanto 

terrestres quanto marinhos (Heinrich et al., 2004).  

O marco histórico ocorreu em 1806 quando o farmacêutico alemão Friederich 

Wilhelm Adam Sertürner, um dos pioneiros na utilização de substâncias naturais de forma 

pura, isolou a morfina da papoula (Papaver sonniferum), o primeiro produto natural isolado 

(Henriques, 1999; Barreiro, 2002). O trabalho realizado por Sertürner resultou posteriormente 

no isolamento de alguns princípios ativos de plantas, já então conhecidas como medicinais. 

Muitas dessas substâncias isoladas são substâncias que se consagraram como princípios ativos 

eficazes, e que atualmente ainda são muito empregados no tratamento de certas doenças, a 

exemplo da quinina, cânfora e cocaína (Figura 1) (Wheelwrigh, 1974). A partir daí 

desenvolveu-se também a Farmacognosia, que é a ciência que estuda os princípios ativos 

naturais, originados de organismos vivos (Heinrich et al., 2004). 

 

 

 

  

 

 

  

 

 A fantástica variedade e complexidade das moléculas produzidas pelo metabolismo 

secundário das plantas teriam sido resultado de milhões de anos de evolução, como forma de 

proteção e resistência às intempéries do clima, predadores e poluição, e também as condições 

de adaptação e regulação (Verpoorte, 2000; Montanari & Bolzani, 2001). Tal variedade e 

complexidade são inalcançáveis por métodos laboratoriais (Viegas-Jr. et al., 2006). 
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 Durante um período de 30 anos (1981 a 2010), 60,7% dos 1355 novos fármacos 

desenvolvidos e aprovados pelas agências mundiais de regulação foram provenientes de 

produtos naturais, ou substâncias desenvolvidas a partir deles (Newman & Cragg, 2012). As 

vendas mundiais totais de medicamentos derivados de plantas em 2002 foram estimadas em 

mais de US$ 30 bilhões, demonstrando a continuidade do impacto econômico das plantas 

como fonte de fármacos (Raskin et al., 2002). 

 O acúmulo de substâncias enantiomericamente puras é umas das coisas mais 

fascinantes do reino vegetal. A preocupação da indústria farmacêutica com produtos quirais 

intensificou-se depois dos graves efeitos causados por fármacos como a talidomida. 

Atualmente é de conhecimento que a teratogênese fetal é decorrente da ação do enantiômero 

(-). Este mercado explodiu na década de 90 e o faturamento de produtos quirais produzidos 

alcançou 45,2 bilhões de dólares em 1994 (Pinto et al., 2002). 

 Atualmente muitos são os exemplos de moléculas oriundas de plantas, eficazes no 

tratamento das mais diversas enfermidades. Os alcaloides vincristina e vimblastina de 

Catharanthus roseus (Apocynaceae, anticâncer), o diterpenoide plaxitel de Taxus brevifolia 

(Taxaceae, anticâncer), o alcaloide monoterpênico camptotecina de Camptotheca acuminata 

(Cornaceae, anticâncer), o glicosídeo cardiotônico digoxina de Digitalis inata 

(Plantaginaceae, doenças cardíacas), o alcaloide quinina de Cinchona officinalis (Rubiaceae, 

antimalária), o alcaloide pilocarpina de Pilocarpus jaborandi (Rutaceae, glaucoma), o 

alcaloide galantamina de Galanthus nivalis (Amaryllidaceae, mal de alzheimer) e o alcaloide 

tubocurarina de Chondrodendron tomentosum (Menispermaceae, bloqueador neuromuscular) 

(Rates, 2001; Viegas Jr et al., 2006; Hostettman & Marston, 2007). 

 

1.2. Técnicas Hifenadas 

 A fim de descobrir novos compostos bioativos de plantas que poderiam tornar-se 

novos modelos moleculares ou novos fármacos, os extratos vegetais devem ser submetidos ao 

mesmo tempo à triagem química e a vários ensaios biológicos e farmacológicos. A triagem 

química ou perfil metabólico visa distinguir entre os compostos já conhecidos (desreplicação) 

e novas moléculas, diretamente nos extratos vegetais brutos. Assim o tedioso trabalho de 

isolamento de compostos conhecidos pode ser evitado e o isolamento de constituintes alvos 

que apresentam características espectroscópicas novas ou incomuns pode ser realizado 

(Hostettman et al., 2001). 
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 Com o desenvolvimento importante nas técnicas cromatográficas registradas durante 

os últimos anos, melhorias significativas em termos de eficiência de separação e diminuição 

do tempo de análise foram alcançadas para a análise de matrizes biológicas complexas. A este 

respeito, a introdução de partículas sub-2 m e sistemas cromatográficos capazes de trabalhar 

em pressão muito elevada (UHPLC ou UPLC) demonstrou vantagens significativas para 

separações de alta resolução ou alto rendimento (Nguyen et al., 2006; Petersson et al., 2008). 

A melhoria na resolução dos cromatógrafos (LC) é muito relevante para os perfis 

metabólicos, devido à presença de vários compostos que possuem estruturas semelhantes e a 

possibilidade de evitar coeluição (Metz et al., 2008). 

 O potencial da estratégia de “screening” químico foi consideravelmente aumentado 

pelo desenvolvimento de técnicas hifenadas, que são capazes de proporcionar uma separação 

eficiente dos metabólitos e informação estrutural ao mesmo tempo. Apesar de extratos 

vegetais serem misturas complexas de diferentes metabólitos, a análise de frações voláteis ou 

materiais apolares de superfícies foliares já é, há muito tempo realizada, não sendo necessário 

muitas vezes, nenhum fracionamento para total caracterização química do material estudado. 

O grande avanço na análise destas misturas decorreu do desenvolvimento de aparelhos de 

cromatografia a gás acoplada à espectrometria de massas (CG-MS), os quais são empregados 

rotineiramente, por exemplo, na análise de óleos essenciais ou óleos voláteis (Crews et al., 

1998). Acoplando um cromatógrafo liquido de alta eficiência com espectrômetro de massas e 

um detector ultravioleta de arranjos de diodos (LC-DAD-MS), uma grande quantidade de 

dados pode ser obtido dos constituintes de um extrato de planta antes de qualquer trabalho de 

isolamento (Wolfender et al., 1998). Além disso, a recente introdução do acoplamento de 

HPLC com ressonância magnética nuclear (LC/RMN) permite que a estrutura completa de 

vários metabólitos de plantas possam ser elucidadas on-line (Wolfender et al., 2001). 

 Quando comparado com a utilização clássica de detectores espectroscópicos de UV 

(ultra violeta), MS (espectrometria de massas) e NMR (ressonância magnética nuclear) 

aplicados aos produtos naturais puros, de preferência, a integração de todas estas técnicas nas 

suas formas acopladas/hifenadas (LC/UV, LC/MS e LC/NMR), com centralização de 

aquisição de dados espectroscópicos, permite a completa caracterização estrutural de 

diferentes metabólitos numa mistura em uma única análise. LC/UV/MS e LC/NMR são 

usados de uma maneira complementar para perfis metabólicos e desreplicação. Eles muitas 

vezes dão uma atribuição inequívoca de produtos naturais conhecidos e permite a 

determinação parcial da estrutura de componentes desconhecidos. Com base nesses 
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resultados, e ensaios de atividade biológica realizados paralelamente, o alvo de interesse pode 

ser eficientemente isolado (Wolfender et al., 2003). 

 

1.3. Biodiversidade e Conservação 

 Estima-se que 20% de toda a biodiversidade mundial estejam em território nacional, 

distribuídas na Floresta Amazônica, Mata Atlântica e Cerrado, sendo o Brasil considerado o 

maior berço mundial de espécies endêmicas. São 55 mil espécies de plantas (22% do total 

registrado no planeta), 1622 aves (191 endêmicas), 524 mamíferos (cerca de 131 endêmicos), 

517 anfíbios (294 endêmicos), 468 repteis (172 endêmicos), 3 mil peixes de água doce e cerca 

de 15 milhões de insetos, muitos sem qualquer descrição taxonômica (Lewinsonhn & Prado, 

2002). 

 Essa biodiversidade é considerada uma fonte de substâncias biologicamente ativas e 

sua preservação é fundamental, tanto pelo valor intrínseco dessa imensa riqueza biológica e 

de suas interações ecológicas, como pelo seu enorme potencial como fonte de novos fármacos 

(Barreiro & Bolzani, 2009). Em razão disso, a exploração racional e a conservação da 

diversidade biológica é uma questão de prioridade e urgência (Bolzani et al., 1999). 

 A expressão “Mata Atlântica”, adotada por vários autores, indica simplesmente a 

proximidade da floresta com o Oceano Atlântico. Essa formação deve sua exuberância à 

grande umidade do ar, trazida pelos ventos marinhos, que se precipita sob a forma de chuva 

nas costas, ao subirem para camadas frias de maior altitude. De acordo com o Manual Técnico 

da Vegetação Brasileira do IBGE, a Floresta Atlântica compreende um conjunto de tipologias 

vegetais, localizado na faixa litorânea brasileira desde o Rio Grande do Norte até o Rio 

Grande do Sul, representado principalmente pela Floresta Ombrófila Densa e Floresta 

Estacional, associados a ecossistemas costeiros de restinga, mussunungas e mangues (Guedes 

et al., 2005). 

O bioma da Mata Atlântica é uma das maiores áreas de floresta tropical, ocupando o 

segundo lugar em extensão nas Américas, logo após a Floresta Amazônica. Atualmente está 

incluída entre os principais “hotspots” do mundo, sendo um dos centros de altíssima 

biodiversidade em que a extensão original foi dramaticamente reduzida, colocando em risco a 

sobrevivência de muitas espécies de animais e plantas (Myers et al,.2000; Guedes et al., 

2005). 
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Figura 2 – Mapa do bioma Mata Atlântica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

A implementação de Unidades de Conservação da Natureza (UC’s) é uma estratégia 

mundial, adotada como a forma mais efetiva de conservação in situ da biodiversidade. As 

UC’s constituem áreas de especial importância para preservação e conservação ambiental, 

desempenhando papel de grande relevância na manutenção da diversidade ecológica. Em um 

contexto mais amplo, as UC’s protegem não apenas a biodiversidade de flora e fauna, mas 

também os seus processos ecológicos de interação. Existem no Estado de São Paulo 236 áreas 

naturais protegidas, divididas em 21 categorias de manejo de âmbito federal, estadual e 

particular, considerando Unidades de Proteção Integral, Unidades de Uso Sustentável e outras 

áreas especialmente protegidas (Xavier et al., 2008). 

 

1.4. Locais de Estudo 

1.4.1. Estação Ecológica Jureia-Itatins 

 A Estação Ecológica Jureia-Itatins foi criada em 1986 por decreto (decreto estadual n° 

24.646/1986, lei estadual n° 5.649/1987 e lei estadual n° 12.406/2006). Ela é uma Unidade de 

Conservação de Proteção Integral que abrange parte dos municípios de Iguape, Itariri, 

Miracatu e Peruíbe, no sul do estado, possuindo uma área de 92.223,00 hectares (ha). Esta 

área se destaca pelo seu grau de preservação devido à dificuldade de acesso, caracterizando-se 

como um dos melhores e mais preservados trechos de Mata Atlântica do Estado de São Paulo 

(Mamede et al., 2004; Xavier et al., 2008). 

Fonte – Mhttp://aldeiavelha-ipuca.blogspot.com.br 
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1.4.2. Núcleo Caraguatatuba do Parque Estadual da Serra do Mar 

 O Núcleo Caraguatatuba do Parque Estadual da Serra do Mar foi criado por decreto 

como Reserva Florestal em 1956 (Decreto Estadual n° 26.393 de 11/09/1956). Em 

14/05/1962, com a promulgação do Decreto Estadual n° 6.884, a Reserva Florestal de 

Caraguatatuba, abrangendo 13.969,60 ha foi transformada em Parque Estadual de 

Caraguatatuba e esta foi totalmente incorporada em 1977 ao Parque Estadual da Serra do Mar, 

quando se iniciou a configuração do território do Núcleo Caraguatatuba. 

 O Núcleo guarda aproximadamente 49.953 ha de Mata Atlântica remanescente, 

compreendendo os municípios de Caraguatatuba, Paraibuna e Natividade da Serra. A 

Vegetação predominante é a da Floresta Ombrófila Densa Montana, onde se encontram 

também encraves de Floresta de Neblina, abundância de bromélias e orquídeas (Brito & 

Oliveira, 2008). 

 

1.5. Família Rutaceae 

A Família Rutaceae, pertencente à ordem Sapindales (Bremer et al., 2009), possui 

cerca de 155 gêneros e 1600 espécies, distribuídas em regiões Temperadas, Subtropicais e 

Tropicais, com maior incidência nas regiões da América tropical, Sul da África e Austrália. 

No Brasil são descritos 33 gêneros, 192 espécies sendo 107 endêmicas, 17 subspécies e 8 

variedades (Pirani & Groppo, 2010).  

As Rutaceas são normalmente plantas lenhosas, árvores ou arbustos, raramente ervas 

ou lianas, freqüentemente com espinhos. (Souza & Lorenzi, 2008). Esta família possui muitas 

espécies com grande importância econômica, dentre elas destacam-se as pertencentes ao 

gênero Citrus, que produzem tanto frutos de importância econômica (laranja, limão, 

tangerina) quanto óleos voláteis utilizados em perfumaria, ao gênero Pilocarpus, que são 

fontes de pilocarpina, um fármaco utilizado no tratamento do glaucoma, e aos gêneros 

Boronia, Choisya, Poncirus e Skimmia, usadas como ornamentais (Barroso et al., 1986; 

Chase et al., 1999). Existem ainda espécies produtoras de madeira de boa qualidade como 

pau-marfim (Balfourodendron riedelianum) e o guarantã (Esenbeckia leiocarpa) (Souza & 

Lorenzi, 2008). 

A família Rutaceae é rica em compostos secundários de grande diversidade química 

como: alcalóides, especialmente os derivados do ácido antranílico (furoquinolínicos, indólicos 

e quinolínicos), cumarinas (furano e pirano cumarinas), lignanas, flavonóides, limonóides 
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Ausência do Gênero 

(triterpenos) e óleos voláteis. (Waterman & Grundon, 1975; Ribeiro & Kaplan, 2002; Taveira 

et al., 2003; Ribeiro et al., 2005; Leite et al., 2008; Albarici et al., 2010). 

 

1.6. Gênero Conchocarpus 

O gênero Conchocarpus, pertencente à família Rutaceae e subfamília Rutoideae, é 

composto por arbustos ou pequenas arvores de até 7 metros de altura, com folhas alternas, 

inflorescência geralmente terminal ou extra-axilar, cálice relativamente pequeno e uma corola 

tubular formada por pétalas coerentes. Este gênero possui 45 espécies que são distribuídas da 

Nicarágua ao norte da Bolívia e Brasil (Figura 3). No Brasil apenas duas espécies não são 

encontradas (Kallunki & Pirani, 1998; Pirani, 2002; Groppo et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Algumas espécies pertencentes a esse gênero foram estudas sob os pontos de vista 

químico e biológico. Em estudo químico realizado com a espécie Conchocarpus 

gaudichaudianus (A. St.-Hil.) Kallunki & Pirani, quatro novos alcalóides foram isolados do 

extrato etanólico dos ramos caulinares (Figura 3A), sendo três deles do tipo 

indoloquinazolônico (1, 2 e 3) e um do tipo quinolônico (4). Também foram isoladas duas 

amidas conhecidas, a N-trans-cumaroiltiramina e N-trans-feruloiltiramina (Cortez et al., 

2009).  

Em Conchocarpus heterophyllus (A. St.-Hil.) Kallunki & Pirani (= Angostura 

heterophylla), extratos e frações de caules e folhas permitiram o isolamento de diversas 

substâncias. No extrato hexânico de caules foram isolados os esteróides β-sitosterol e 

Figura 3 – Distribuição do gênero Conchocarpus 

Fonte: http://www.mundovestibular.com.br 
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estigmasterol. Da fração acetato de etila do extrato hexânico de folhas se isolou 7-

metoxiflavona, flavona e 5-hidroxiflavona. Da fração diclorometânica proveniente do extrato 

hexânico de folhas, foram isolados o benzoato de β-sitosterila e uma mistura de 

piranoflavonas inéditas. Da fração acetato de etila do extrato metanólico de caules foram 

isolados flavona, 7-metoxiflavona e os alcalóides haplotusina e 2-fenil-1-metil-4-quinolona. 

Todas as substâncias isoladas foram testadas contra as formas tripomastigotas do 

Trypanossoma cruzi, causador da doença de chagas; as mais ativas foram os alcalóides 

haplotusina (IC50 = 136,9 µM) e o 2-fenil-1-metil-4-quinolona (IC50 = 144,9 µM) (Ambrozin 

et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Na espécie Conchocarpus paniculatus (Engl.) Kallunki & Pirani (= Angostura 

paniculata), do extrato em diclorometano das folhas foram isolados dois novos alcalóides 

acridônicos, cuspanina e cusculina. Ambos apresentaram atividade moluscicida moderada 

contra a espécie de caracol aquático Biomphalaria glabrata, com LC50 de 5ppm para 

cuspanina e 20 ppm para cusculina. Esses alcalóides também apresentaram atividade 

citotóxica moderada contra linhagens de células cancerígenas (Vieira et al., 1992). 

O extrato metanólico de folhas de Conchocarpus inopinatus Pirani demonstrou forte 

atividade contra a forma tripomastigota de T. cruzi (IC50 = 1,39 mg/mL). As frações em 

diclorometano (IC50 = 1,29mg/mL) e em acetato de etila (IC50 = 1,44 mg/mL) obtidas da 

partição do extrato metanólico de folhas também apresentaram forte atividade tripanomicida 

(Mafezoli et al., 2000). Ainda com a espécie C. inopinatus, em estudo fitoquímico realizado 

foram isolados diversos metabólitos oriundos do extrato metanólico das folhas, dentre eles 6 

alcaloides acridônicos (arborinina, metil-arborinina, 1-hidroxi-3-metoxi-N-metil acridona, 

xanthoxolina, 1,2,3,5-tetrametoxi-N-metilacridona, toddaliopsina C), um alcaloide seco 

Figura 3A – Novos alcaloides de Conchocarpus gaudichaudianus 

javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=311','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=311','detalhe');
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acridônico inédito, os alcaloides 2-fenil-1-metil-4-quinolona e dictaminina, além das 

cumarinas escopoletina e marmesina (Bellete et al., 2012). 

Na espécie Conchocarpus marginatus, o estudo fitoquimico realizado com o extrato 

diclorometânico dos ramos e folhas levaram ao isolamento dos alcaloides arborinina, metil-

arborinina e 1-hidroxi-3-metoxi-N-metil acridona, além dos alcaloides arilquinolin-4-onas, 2-

fenil-1-metil-4-quinolona e 2-fenil-1-metil-7-metoxi-4-quinolona (Bellete et al., 2012). 

Em 1998, Kallunki & Pirani realizaram um trabalho de transposição taxonômica 

publicado no Kew Bulletin, reclassificando algumas espécies pertencentes à família Rutaceae, 

do gênero Angostura para o gênero Conchocarpus. Dentre estas espécies, Angostura 

fontanesiana foi reclassificada como Conchocarpus fontanesianus. 

 

1.7. A Espécie Conchocarpus fontanesianus (A. St.-Hil.) Kallunki & Pirani  

Conchocarpus fontanesianus (Figura 4), conhecida popularmente como pitaguará, 

possui estrutura de arbusto ou arvoreta, podendo atingir de 1 a 3 metros de altura. Possuem 

folhas alternas, unifolioladas com nervação broquidódroma e com calosidade na base da folha 

junto ao pecíolo. A inflorescência é em pseudoracemos isolados com flores bem espaçadas. 

As flores são pentâmeras subsésseis com cálice campanulado e profundamente pentalobulado, 

com glândulas salientes (Kallunki & Pirani, 1998; Pirani, 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 A espécie é nativa, endêmica e se distribui pelos estados do Rio de Janeiro e São 

Paulo, sendo encontrada em regiões de Floresta Ombrófila Densa de Encosta, em áreas de 

Mata Atlântica, mais precisamente em regiões de restinga (Pirani, 2002; Pirani, 2010). 

Relatos de moradores que vivem nos locais de ocorrência desta espécie indicam que sua 

1 2 3 4 

Figura 4 - C. fontanesianus: 1-inflorescência, 2-frutos secos, 3-ramo caulinar e 4-fruto verde. 

Fotos: Rodrigo Cabral e Maura Casari. 
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madeira é utilizada na fabricação de agulhas para confecção de redes de pesca, devido á sua 

maleabilidade e resistência. 

Em levantamentos bibliográficos realizados foi observada a ausência de estudos sob o 

ponto de vista químico da espécie Conchocarpus fontanesianus, sendo encontrados somente 2 

trabalhos. Agripino et al. (2004), submete o extrato bruto das folhas de C. fontanesianus a 

testes de atividade antitumoral, antibactericida e antifúngico. Cabral et al. (2012) realizaram 

estudo fitoquímico com a espécie na busca dos compostos que demonstraram atividade 

inibidora da enzima acetilcolinesterase, identificando 3 alcalóides furoquinolínicos 

(dictaminina, esquimiaina e -fagarina), um alcaloide quinolônico (2-fenil-1-metil-4-

quinolona) e uma furanocumarina (marmesina). De uma maneira geral esta espécie ainda é 

pouco estudada. 

 

1.8. Antioxidantes 

 Nas últimas décadas tem ocorrido um aumento no interesse a respeito de 

antioxidantes, devido principalmente às descobertas sobre o efeito dos radicais livres nos 

organismos (Barreiros et al., 2006). Os radicais livres têm um papel importante nas reações 

bioquímicas/fisiológicas do corpo humano e sua presença é crítica para a manutenção de tais 

funções fisiológicas normais. No entanto, se houver produção excessiva de radicais de 

oxigênio durante os processos patofisiológicos ou devido a fatores ambientais adversos e não 

existirem antioxidantes disponíveis in vivo, podem ocorrer doenças e danos profundos em 

tecidos (Pompella, 1997; Molyneux, 2004; Huang, 2005).  

 Recentemente, envelhecimento, câncer, aterosclerose e algumas outras doenças 

graves, foram confirmadas terem relação com lipoproteínas de baixa densidade (LDL), 

membranas celulares e DNA expostos ao estresse oxidativo (Liu, 2010). 

 O oxigênio é, sem dúvida, uma parte indispensável da vida aeróbica. Contudo, sob 

certas circunstâncias ele pode afetar seriamente nosso bem-estar através da formação de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) (Jadhav & Bhutani, 2002; Gulcin et al., 2002). ROS 

envolve uma série de oxidantes tais como: peróxido de hidrogênio (H2O2), peróxidos lipídicos 

(LOOH), oxigênio singleto (
1
O2), óxido nitrico (NO

-
), radical superóxido (O2

-
), radical 

hidroxila (
-
OH), peroxinitrito (

-
OONO) etc., entre os quais os radicais atraem muita atenção, 

porque eles podem conduzir à carcinogênese por danificar o DNA e proteínas e causar 

doenças cardiovasculares por oxidação das lipoproteínas de baixa densidade (LDL) (Liu, 

2010). Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocôndrias ou na membrana 
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e seu alvo celular (proteínas, lipídeos, carbohidratos e DNA) está relacionado com o seu sítio 

de formação (Anderson, 1996; Yu & Anderson, 1997). 

  Antioxidantes são substancias que, em pequenas quantidades, são capazes de prevenir 

ou retardar a velocidade da oxidação de forma significativa, de materiais facilmente oxidáveis 

tais como lipídios, podendo agir na neutralização ou sequestro de radicais livres e ate mesmo 

na quelação de metais de transição (Pietta, 2000; Liu, 2010; Miguel, 2010). 

 

1.9. Antifúngicos 

Durante os últimos 30 anos tem havido um aumento dramático no número de 

pacientes com o sistema imunológico comprometido, associados com o aumento na 

frequência de transplantes de órgãos, quimioterapias mais agressivas, SIDA (Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida) e avanços em cuidados críticos. Coincidência ou não, tem 

havido um aumento na prevalência de infecções por fungos oportunistas, sendo que Candida 

e Aspergillus spp continuam as causas mais comuns de infecções fúngicas invasivas em 

hospedeiros imunocomprometidos (Marr et al., 2002). Infecções fúngicas invasivas têm sido 

historicamente associadas à alta morbidade e mortalidade de pacientes, em parte por causa das 

limitações das terapias antifúngicas disponíveis e da dificuldade em fazer um diagnóstico 

rápido e preciso (Sable et al., 2008). 

A falta de controle dos fungos pode resultar também em sérios prejuízos econômicos 

para agricultura global. Os fungos filamentosos (em que se incluem os endofíticos) dos 

gêneros Bothytis, Colletotrichum, Fusarium e Phomopsis são considerados os maiores 

patógenos de plantas em todo o mundo. (Farr et al., 1989). Os fungos do gênero 

Colletotrichum, por exemplo, causadores da antracnose em diversas culturas (caracterizada 

pela desfolha precoce), podem levar à morte do hospedeiro. O patógeno pode afetar qualquer 

parte da planta, e quando a doença atinge o fruto, inutiliza-o para consumo e, 

consequentemente para o comércio (Sussel, 2005). 

 A descoberta de novas substâncias antifúngicas de fontes naturais é muito importante, 

devido à evolução contínua da resistência dos fitopatógenos ou patógenos humanos. Além 

disso, a procura por agroquímicos mais seguros, com menor toxicidade sobre o meio 

ambiente e também sobre os mamíferos é uma grande preocupação. Os produtos naturais, 

nesse contexto, oferecem uma abordagem eficiente para a descoberta de novos compostos 

químicos para o controle de doenças causadas por fungos, tanto em plantas como em animais 

(Oliva et al., 2003). 
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2. JUSTIFICATIVA 

Atualmente, é de interesse científico e comercial o estudo de novos compostos com 

atividades biológicas, além do conhecimento sobre a diversidade química das espécies 

vegetais. A seleção de espécies com algum potencial medicinal/farmacológico pode ser 

realizada através de bioensaios dirigidos para a detecção de substâncias de interesse no 

sentido de, segundo Rouhi (1997), proteger e promover a exploração racional dessa 

diversidade vegetal como uma fonte de novos produtos disponíveis para a humanidade.  

Nesse sentido, nosso grupo vem se dedicando à bioprospecção de plantas nativas com 

atividades biológicas, de diversas regiões do estado de São Paulo. Dentre as regiões de 

interesse neste trabalho estão duas Unidades de Conservação do Estado de São Paulo: Estação 

Ecológica Juréia-Itatins e o Núcleo Caraguatatuba do Parque Estadual Serra do Mar. 

É consenso na área farmacológica que, substâncias que apresentam algum tipo de 

propriedade biológica têm grandes possibilidades de apresentar também outras atividades 

farmacológicas. Assim, foram avaliadas neste projeto a atividade antioxidante (DPPH e -

caroteno) e atividade antifúngica (Cladosporium sphaerospermum, C. cladosporioides e 

Candida albicans) nos extratos, frações, substâncias isoladas e compostos voláteis de C. 

fontanesianus. Esta espécie é rara, nativa e endêmica, e existe apenas um estudo sob o ponto 

de vista químico desenvolvido durante o mestrado, uma das razões que motivaram a 

continuidade do estudo com a espécie. 

Este trabalho surgiu do projeto temático “Conservação e Utilização Sustentável da 

Diversidade Vegetal do Cerrado e Mata Atlântica: Diversidade Química e Prospecção de 

Novos Fármacos - Fase II” dentro do programa BIOTA/FAPESP (Processo n° 03/02176-7), 

cujos objetivos principais eram a descoberta de fármacos de alto valor comercial, a 

conservação, o desenvolvimento sustentável e o aumento do conhecimento da biodiversidade 

química dos biomas Cerrado e Mata Atlântica do Estado de São Paulo. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 

 Realizar o estudo químico de Conchocarpus fontanesianus e avaliar o potencial 

biológico dos extratos, frações, substâncias isoladas e constituintes dos óleos voláteis. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

- Coletar ramos caulinares e folhas para preparo dos extratos etanólico bruto 

- Coletar folhas para extração dos compostos voláteis  

- Purificar, isolar e identificar estruturalmente compostos secundários presentes nas folhas 

e ramos caulinares de C. fontanesianus; 

- Comparar o perfil químico das populações de C. fontanesianus provenientes da Estação 

Ecológica Juréia-Itatins e do Núcleo Caraguatatuba do Parque Estadual da Serra do 

Mar; 

- Avaliar o potencial antioxidante e antifúngico dos extratos, frações semi-purificadas e 

substâncias isoladas de folhas e ramos caulinares de C. fontanesianus.  

- Comparar a composição química dos óleos essenciais das folhas de C. fontanesianus 

coletadas em duas áreas de Mata Atlântica; 

- Avaliar o potencial antioxidante e antifúngico dos óleos essenciais de folhas de C. 

fontanesianus; 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Material Botânico – Conchocarpus fontanesianus (A. St.-Hil.) Kallunki & Pirani 

 O material vegetal (ramos e folhas) de C. fontanesianus foi coletado em dois parques 

estaduais, Núcleo Arpoador da Estação Ecológica Juréia-Itatins (EEJI), no município de 

Peruíbe (litoral sul) e Núcleo Caraguatatuba do Parque Estadual Serra do Mar (PESM), no 

município de Caraguatatuba (litoral norte), ambos no Estado de São Paulo (licença processo 

SMA n° 007.532 2009). A Figura 5 indica, no mapa, os locais de coleta dos indivíduos 

estudados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

Foram realizadas, durante o doutorado, cinco expedições para coletas. As duas 

primeiras expedições realizadas em 15 e 22 de março de 2012 foram para coleta de material 

vegetal (ramos caulinares e folhas) para obtenção do extrato etanólico bruto (EEB), realizadas 

na E.E. Juréia-Itatins e Núcleo Caraguatatuba do Parque Estadual da Serra do Mar, 

respectivamente. Nos dias 05 e 11 de outubro de 2012 foram realizadas outras duas 

expedições na E.E. Juréia-Itatins e Núcleo Caraguatatuba do Parque Estadual da Serra do 

Mar, respectivamente, para coleta de material vegetal (folhas) para extração dos óleos 

voláteis.  

 A última expedição foi realizada na E.E. Juréia-Itatins na tentativa de coletar frutos 

para extração dos óleos voláteis, expedição realizada com êxito. Os frutos foram coletados 

somente na E.E. Jureia-Itatins devido ao maior número de indivíduos da espécie (> 30) e 

Figura 5 - Mapa da Estação Ecológica Juréia-Itatins (EEJI) (1) e Parque 

Estadual da Serra do Mar (PESM) (2). 

1 

2 
Região Metropolitana de São Paulo 

Fonte: Goole Earth. 
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também pela dificuldade em obtê-los pelo curto período de frutificação (Tabela 1). Em 

princípio a coleta dos frutos não estava nos objetivos do deste trabalho. 

 Houve também a utilização de material coletado durante o mestrado para obtenção de 

extrato etanólico bruto.  

 

Tabela 1 - Datas de coleta e dos locais onde foram realizadas. 

Coleta do material utilizado durante o doutorado 

Data Local Observações 

12/08/2010 Núcleo Caraguatatuba Realizada durante o mestrado 

15/03/2012 Núcleo Arpoador Material estéril (ramos e folhas) 

22/03/2012 Núcleo Caraguatatuba Material estéril (ramos e folhas) 

05/10/2012 Núcleo Arpoador Material estéril (folhas) 

11/10/2012 Núcleo Caraguatatuba Material estéril (folhas) 

19/10/2014 Núcleo Arpoador Coleta frutos 

      

 A Dra. Inês Cordeiro do Instituto de Botânica de São Paulo foi a responsável pela 

identificação da espécie, e uma exsicata (voucher – coletor n° RSCabral 09) da planta se 

encontra depositada no Herbário São Paulo “Maria Eneida P. Kauffmann Fidalgo” do 

Instituto de Botânica de São Paulo. Autorização de Acesso e Remessa de Amostra de 

Componente do Patrimônio Genético n° 010741/2013-5. 

 

4.2. Extração 

4.2.1. Extração dos Óleos Voláteis 

 O material fresco (folhas e frutos) foi submetido à extração do óleo volátil por 

hidrodestilação, em processo contínuo com aparelho do tipo Clevenger, por 3 horas 

aproximadamente, em triplicata. O óleo foi separado do hidrolato com pentano e seco com 

sulfato de sódio anidro. O pentano foi eliminado com o auxilio de um evaporador rotatório. O 

óleo volátil obtido foi armazenado em frasco com tampa, em freezer a -22 °C, para posterior 

análise (Santos et al. 2004, Pino et al. 2006, Kelen & Tepe 2008).  
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4.2.2. Preparação do Extrato Etanólico Bruto 

 O material vegetal de C. fontanesianus foi separado em folhas e ramos caulinares e 

colocado em galpão próprio para secagem à temperatura ambiente. Após a secagem o material 

foi moído em moinho de facas para obtenção do pó (Moinho de facas TE 625 Tipo Cróton, 

Marca TECNAL, Mesh 20). O pó foi submetido à extração com álcool etílico comercial 

(EtOH), sob pressão (1500 psi) e temperatura (60 °C) em extrator ASE300 (DIONEX, CA, 

EUA) (Figura 6). A solução etanólica obtida foi concentrada em evaporador rotatório 

(BÜCHI) e levada ao banho-maria à temperatura de 40 °C para eliminação completa do 

solvente e obtenção do extrato etanólico bruto (EEB) seco.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.3. Partição Líquido/Líquido 

 O EEB obtido foi submetido a partições líquido/líquido em funil de separação, com 

solventes de diferentes graus de polaridade: n-hexano, diclorometano e acetato de etila 

(AcOEt). No início da partição o EEB foi suspendido em uma solução de metanol (MeOH) e 

água (H2O) na proporção de 8:2 (v/v) para extração com n-hexano. A proporção de água na 

mistura aumenta para 6:4 (MeOH:H2O) à medida que os solventes são trocados.  

 Os extratos obtidos no processo de partição foram concentrados em evaporador 

rotatório e levados ao banho-maria à temperatura de 40 °C para eliminação completa dos 

solventes. Ao final do processo foram obtidos o extrato hexanico (HEX), extrato 

diclorometânico (DCM) e o extrato acetato de etila (AcOEt). Abaixo segue o procedimento 

experimental para partição do EEB (Figura 7). 

Figura 6 - Aparelho extrator ASE300 DIONEX
®
. 

Foto: Rodrigo Cabral 
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4.3. Análises Cromatográficas 

4.3.1. Análise em Cromatografia de Camada Delgada (CCD) 

 As amostras de extratos foram analisadas em cromatografia de camada delgada (CCD) 

utilizando placas de alumínio de silica gel 60 F254 (0,2 mm) (Merck, Darmstadt, Alemanha) e 

os sistemas de eluição foram os seguintes: CHCl3:MeOH (9:1; v/v) para os EEB’s, 

CH2Cl2:Hex:AcOEt (80:20:05; v/v) para os extratos HEX, CH2Cl2:AcOEt:MeOH (65:30:05; 

v/v) para os extratos DCM e CHCl3:MeOH:AcOEt (5:3:2; v/v) para os extratos AcOEt. Após 

o desenvolvimento da cromatografia em camada delgada, as placas foram observadas sob luz 

UV nos comprimentos de onda () de 254 nm e 366 nm, em equipamento Camag ReproStar 3 

(Camag, NC, EUA) e fotografadas em câmera Epson PhotoPC 3000Z. 

 

4.3.2. Análise por Cromatografia a Gás – Espectrometria de Massas (GC-MS) dos Óleos 

Voláteis 

 Os óleos voláteis foram analisados em um sistema GC-MS (Cromatografo a Gás – 

Espectrômetro de Massas) composto por um cromatógrafo a gás Agilent 6890 Series Hewlett-

Packard, acoplado a um espectrômetro de massas Agilent 5937 NetWork tendo como fonte de 

ionização impacto eletrônico (EI), com analisador de massas do tipo quadrupolo (Agilent 

Figura 7 – Procedimento experimental usado no processo de partição. 
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Technologies, CA, EUA). O sistema conta com injetor automático Agilent modelo 7683 

Series. A coluna capilar utilizada foi DB-5MS de 30 m x 0,25 mm (0,25 m de filme). 

 As amostras dos óleos voláteis foram diluídas em acetona na proporção de 1:9 de óleo 

volátil:acetona (v/v). O método de análise dos óleos utiliza injetor (com divisão de fluxo-

split/splitless, razão de divisão 1:20) a 250 °C, injeção de 1 L, ionização em 70 eV e 

temperatura da fonte de íons de 230 °C. A análise cromatográfica foi desenvolvida no 

seguinte programa: temperatura inicial 40 °C por um minuto, aumentando 3 °C por minuto até 

240 °C, mantendo em 240 °C por 10 minutos (tempo total 78 minutos), utilizando hélio como 

gás de arraste a uma pressão de 80 kpa e velocidade linear de 1 mL/min. 

 

4.3.3. Análise por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) 

 Todas as análises cromatográficas em HPLC foram realizadas durante o período de 

estágio de doutorado sanduíche na Universidade de Genebra, em Genebra, Suíça. 

 

4.3.3.1. Análise por HPLC-DAD 

 A análise do perfil cromatográfico dos extratos foi realizada utilizando equipamento 

HPLC Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, CA, EUA) composto pelos seguintes 

módulos da série 1100: injetor automático, sistema de bombas, misturador de alta pressão e 

um detector por arranjo de diodos (DAD) (Figura 8). A coluna usada foi XBridge C-18, 5 

m, 4,6 x 250 mm (Waters, MA, EUA) e o fluxo foi 1 mL/min em todas as análises. As fases 

móveis foram H2O (A) (ultra pura, milli Q) e Metanol (B) (grau HPLC), cada um contendo 

0,1% de ácido fórmico (AF) (v/v). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Cromatógrafo Agilent 

1100 Series (HPLC-DAD). 

Foto: Rodrigo Cabral 
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4.3.3.2. Análise por HPLC-DAD-ESI-MS 

 A análise do perfil cromatográfico em HPLC-DAD-ESI-MS foi realizada utilizando 

equipamento HPLC Agilent Infinity 1200 Series (Agilent Technologies, CA, EUA) composto 

pelos seguintes módulos da série 1200: injetor automático, sistema de bombas, misturador de 

alta pressão e um detector por arranjo de diodos (DAD). A coluna utilizada foi XBridge C-18, 

5 m, 4,6 x 250 mm (Waters, MA, USA) e o fluxo foi 1 mL/min em todas as análises. As 

fases móveis foram H2O (A) (ultra pura, milli Q) e metanol (B) (grau HPLC), cada um 

contendo 0,1% AF (v/v). O HPLC-DAD Agilent série 1200 foi acoplado a um espectrômetro 

de massas Finnigan MAT LCQ (Figura 9). 

 Os dados obtidos através da técnica de espectrometria de massas (MS) foram 

adquiridos em um equipamento Finnigan MAT LCQ com detector de armadilha de íons (ion-

trap), equipado com interface eletrospray (ESI). Os parâmetros do equipamento nas análises 

foram: voltagem do capilar 30 V, temperatura do capilar de 200 °C, fonte da tensão de 4,5 

kV, fonte da corrente de 80 AU e ionização nos modos positivo e negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.3.3. Microfracionamento e Purificação por HPLC Preparativo (PREP-HPLC-UV) 

 O procedimento experimental usado para o microfracionamento e purificação no 

HPLC Preparativo (PREP-HPLC-UV) foi baseado nas análises realizadas anteriormente para 

obtenção do perfil cromatográfico dos extratos etanólicos brutos (EEB, ramos e folhas) e dos 

demais extratos (HEX, DCM e AcOEt) usando a técnica de HPLC-DAD. O 

Figura 9 – Cromatógrafo Agilent 1200 Series acoplado a 

Espectrômetro de Massas Finnigan (HPLC-DAD-ESI-MS). 

Foto: Rodrigo Cabral 
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Microfracionamento e purificação foi feito por equipamento PREP-HPLC-UV Spot Prep 

ARMEN (ARMEN, Saint-Avé, França) com bomba binária, detector ultravioleta (UV), 

coletor de fração, injetor com loop de 200 L e coluna X-Bridge C-18 Waters, 5 m, 19 x 150 

mm (Waters, MA, EUA) (Figura 10). Os solventes usados foram H2O (A) (ultra pura, milli 

Q) e metanol (B) (grau HPLC), ambos contendo 0,1% AF (v/v). Para transferência das 

condições utilizadas em escala analítica para escala preparativa foi utilizado o software HPLC 

calculator 3.0 (desenvolvido por Davy GUILLARME, Universidade de Genebra). 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.4. Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência (UPLC-TOF-MS) 

 Todas as análises cromatográficas em UPLC foram realizadas durante o período de 

estágio de doutorado sanduíche na Universidade de Genebra, em Genebra, Suíça. 

 

4.3.4.1. Preparação dos extratos para Análise por UPLC-TOF-MS 

 Para as análises dos extratos em UPLC-TOF-MS foi necessário um procedimento 

prévio de clean-up através da técnica de extração em fase sólida – SPE (Waters Sep-Pak C18, 

Vac 1 cm
3
, 100 mg). A fase estacionaria foi ativada com 1 mL de metanol (MeOH) e foi 

equilibrada com 1 mL de MeOH:H2O (85:15, v/v). O cartucho foi carregado com 5 mg de 

cada extrato, que foram solubilizados em 500 L de MeOH:H2O (85:15, v/v). A eluição foi 

feita com 1 mL MeOH:H2O (85:15 v/v) para eliminar clorofilas e outros compostos de baixa 

polaridade (Grata et al., 2008). Após a eluição, o extrato foi seco sob nitrogênio e 

Figura 10 – Cromatógrafo Preparativo Armen (PREP-HPLC-UV). 

Foto: Rodrigo Cabral 
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solubilizado em MeOH:H2O (85:15, v/v) para fornecer as amostras na concentração de 1 

mg/mL. 

 

4.3.4.2. Análises de Perfil Metabólico por UPLC-TOF-MS (Long Run) 

 As análises de perfil metabólico dos extratos foram realizadas em UPLC Waters 

Acquity acoplado a um espectrômetro de massas (MS) Waters Micromass-LCT Premier com 

analisador por tempo de vôo (Time of Flight – TOF, alta resolução), equipado com interface 

eletrospray (ESI). As separações foram realizadas utilizando-se coluna C18 Waters Acquity 

UPLC BEH C18, 2,1 x 150 mm, 1,7μm (Waters Acquity, MA, EUA). Para as análsies de 

perfil metabólico os solventes utilizados foram H2O (A) (ultra pura, milli Q) e acetonitrila 

(ACN) (B) (grau UPLC), cada um contendo 0,1% de AF (v/v), com o seguinte gradiente de 

eluição: 5–95% B (0,0–30,0 min), 95%  B (30,0–40,0 min), 95-5% B (40,0–40,2 min) and 5% 

B (40,2–50 min). O fluxo utilizado foi de 460 L/min e o volume de injeção 2 L na 

concentração de 0,5 mg/mL. As temperaturas no injetor automático e no formo da coluna 

foram fixadas em 10 e 40 °C, respectivamente. Esta é a metodologia padrão utilizada no 

laboratório para análise de perfil metabólico em UPLC-TOF-MS. 

 Os parâmetros do espectrômetro de massas (MS) foram em ambos os modos de 

ionização positivo (PI) e negativo (NI), na faixa de 100-1300 Da com tempo de aquisição de 

0,3 s. As condições da interface ESI foram: voltagem capilar de 2450 V, cone de tensão a 40 

V, temperatura da fonte 120 °C, temperatura de dessolvatação 300 °C, fluxo de gás do cone 

20 L/h, fluxo do gás de dessolvatação 800 L/h, e voltagem do detector MCP (microchannel 

plate) 2500 V. 

 

4.3.4.3. Análises de “Fingerprint” por UPLC-TOF-MS (Short Run) 

 As análises de fingerprint das frações e substâncias purificadas foram realizadas em 

UPLC Waters Acquity acoplado a um espectrômetro de massas (MS) Waters Micromass-LCT 

Premier com analisador por tempo de vôo (Time of Flight – TOF, alta resolução), equipado 

com interface eletrospray (ESI) (Figura 11). As separações foram realizadas utilizando-se 

coluna C18 Waters Acquity UPLC BEH C18, 2,1 x 150 mm, 1,7μm (Waters Acquity, MA, 

EUA). Para as análises de fingerprint os solventes utilizados foram H2O (A) (ultra pura, milli 

Q) e ACN (B) (grau UPLC), cada um contendo 0,1% de AF (v/v), com o seguinte gradiente 

de eluição: 5–95% B (0,0–4,0 min), 95% B (4,0–4,8 min), 95-5% B (4,8–4,9 min) e 5% B 

(4,9–6,0 min). O fluxo utilizado foi de 300 L/min e o volume de injeção foi 1 L na 



23 
 

concentração de 0,5 mg/mL. As temperaturas no injetor automático e no forno da coluna 

foram fixadas em 10 e 40 °C, respectivamente. Esta é a metodologia padrão utilizada no 

laboratório para análise de fingerprint em UPLC-TOF-MS. 

 As análises por MS das frações e compostos purificados foram realizadas em ambos 

os modos de ionização positivo (PI) e negativo (NI), na faixa de 100-1300 Da com tempo de 

aquisição de 0,25 s. As condições da interface ESI foram: voltagem capilar de 2400 V, cone 

de tensão a 40 V, temperatura da fonte 120 °C, temperatura de dessolvatação 300 °C, fluxo de 

gás do cone 20 L/h, fluxo do gás de dessolvatação 800 L/h, e voltagem do detector MCP 

(microchannel plate) 2500 V. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.5. Cromatografia Líquida de Media Pressão (MPLC-UV) 

 A purificação foi feita usando uma técnica de grande escala por Cromatografia 

Líquida de Média Pressão (MPLC-UV) (Figura 12), usando-se um sistema MPLC-UV 

BÜCHI composto por um sistema de bomba BÜCHI Pump Maneger C-615, detector BÜCHI 

UV Photometer C-640 e um coletor de frações BÜCHI Fraction Collector C-660 (BÜCHI, 

Flawil, Switzerland). Para transferência das condições de separação usadas em escala analítica 

para escala preparativa foi utilizado o software HPLC Calculator 3.0. Por esta razão, as 

análises em escala analítica foram feitas usando uma coluna com a mesma fase estacionária e 

com o mesmo tamanho de partícula da fase estacionária preparativa, Silica Gel C18 ZEOprep   

60 Ä, 15-25 m (Zeochem, Suíça). Os solventes utilizados no sistema de eluição foram H2O 

(A) (milli Q) e metanol (B) (grau técnico), cada um contendo 0,1% de FA (v/v). As condições 

em escala analítica e preparativa das análises são apresentadas na Tabela 2. 

 

Figura 11 – Sistema UPLC-TOF-MS. 

Foto: Rodrigo Cabral 
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COLUMN:

Height (mm)

Diameter (mm)

Particle (m)

FLOW (mL/min)

DWELL volume (mL)

Method: t (min) %B t (min) %B

0 45 0 45

10 45 210,23 45

55 80 1079,55 80

80 100 1562,51 100

85 100 1659,10 100

25,0

250

4,6

1

920

ANALITICAL PREPARATIVE

HPLC-DAD MPLC-UV

0,95 13

49,0

10

15,0

Tabela 2 – Condições analítica e preparativa para 

purificação do extrato DCM ramos Juréia. 

Figura 12 – Sistema MPLC-UV BÜCHI. 

Foto: Rodrigo Cabral 
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4.4. Identificação dos Compostos 

4.4.1. Identificação dos Componentes dos Óleos voláteis 

A identificação dos compostos voláteis foi feita por comparação entre os espectros de 

massas obtidos nas análises com aqueles registrados na base de dados das bibliotecas 

instaladas no equipamento (Willey 275 e Adams 2007), e dados retirados da literatura ou, 

ainda, por comparação com espectros de massas registrados em banco de dados como NIST 

08 (National Institute of Standars and Technology). 

A fim de permitir uma comparação entre os tempos de retenção dos diferentes 

compostos obtidos com os dados da literatura e banco de dados, foi utilizado o índice de 

retenção de Kovats, que utiliza uma série de n-alcanos (C8 a C40), para evitar erros 

decorrentes de variações do tempo de retenção dos compostos, em função de alterações como 

temperatura, fluxo e operador. O índice de retenção de Kovats corrigido varia muito pouco e 

de maneira linear com a temperatura. Os índices de retenção de Kovats calculados foram, 

então, comparados com os da literatura ou com amostras autênticas (Sandra & Bichi 1987; 

Collins & Braga 1988). 

 

Fórmula utilizada para o cálculo do índice de retenção de Kovats: 

 

 

 

Onde:  

Z = número de átomos de carbono do padrão de n-alcanos com menor massa molecular. 

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

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

 

4.4.2. Identificação dos Componentes Isolados e Purificados dos Extratos 

 Os dados de Ressonância Magnética Nuclear (NMR) foram registrados em um 

espectrômetro VARIAN INOVA 500 MHz (Vernon Hills, Illinois, USA), operando a 

frequência de 500 MHz para núcleo de hidrogênio (
1
H) e 125 MHz para núcleo de carbono 

(
13

C). Para a obtenção dos espectros de NMR foram usados os solventes deuterados (D2O, 

CD3OD, DMSO-d6, CDCl3; CIL - Cambridge Isotope Laboratories In., MA, EUA). Os 

deslocamentos químicos são reportados em partes por milhão (δ) usando o sinal residual do 
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CD3OD (δH 3,31; δC 49,0) ou o sinal do DMSO-d6 (δH 2,50; δC 39,5) como padrões internos 

para 
1
H e 

13
C, e as constantes de acoplamento (J) em hertz (Hz). As completas atribuições das 

estruturas dos compostos isolados foram realizadas com base nos experimentos de 2D-NMR 

(COSY, NOESY, HSQC e HMBC). 

 Os dados de massas de alta resolução (HRMS) foram obtidos em UPLC Waters 

Acquity acoplado a um espectrômetro de massas Waters Micromass-LCT Premier com 

analisador por tempo de vôo (Time of Flight – TOF), equipado com interface eletrospray 

(ESI). Os dados obtidos foram processados usando o software MassLynx, versão 4.1 (Waters 

Corporation, MA, EUA). As possíveis fórmulas moleculares foram extraídas utilizando os 

elementos C, H, N e O, através da ferramenta de composição elementar do MassLynx. 

 As análises de rotação óptica foram mensuradas em soluções metanólicas no 

polarímetro Perkin-Elmer (Waltham, MA, EUA), modelo lambda 25 com lâmpada de 

mercúrio (Hg – 589 nm), em tubos de 1 cm. Os espectros de UV foram mensurados em 

equipamento HACH UV-Vis DR/4000. 

 Todas as análises para identificação dos componentes isolados foram realizadas na 

Universidade de Genebra durante o período de realização do estágio de doutorado sanduíche, 

em Genebra, Suíça. 

 

4.5. Ensaios Biológicos 

4.5.1. Avaliação Antioxidante de Sequestro do Radical DPPH em Cromatografia de 

Camada Delgada Analítica (TLC) 

 A atividade antioxidante de sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) 

dos extratos etanólicos brutos (EEB) (200 g), extratos obtidos através da partição do EEB 

(HEX, DCM e AcOEt) (100 g) e substâncias purificadas (50 g), foi avaliada 

qualitativamente em TLC utilizando placas de alumínio de silica gel 60 F254 (0,2 mm) (Merck, 

Darmstadt, Alemanha). Como padrão (controle positivo) foi utilizado quercetina (5 g) 

(Sigma-Aldrich, MO, EUA). Após a aplicação das amostras, as placas foram eluídas com 

solventes apropriados em cuba de vidro. Após desenvolvimento da cromatografia em camada 

delgada, as placas foram observadas sob luz UV nos comprimentos de onda () de 254 nm e 

366 nm, em equipamento Camag ReproStar 3 (Camag, NC, EUA) e fotografadas em câmera 

Epson PhotoPC 3000Z. As substâncias puras não foram eluídas.. As cromatoplacas foram 

borrifadas com solução metanólica do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (0,2%, DPPH) 
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(Sigma-Aldrich, MO, EUA). A coloração roxa aparece em aproximadamente 15 minutos, 

assim como as manchas brancas ou amarelas que são indicativas de atividade antioxidante 

(Cuendet et al., 1997). 

 

4.5.2. Avaliação Antioxidante de Sequestro do Radical DPPH em Microplaca. 

 A atividade antioxidante de sequestro do radical DPPH dos extratos etanólicos brutos 

(EEB), extratos obtidos através da partição do EEB (HEX, DCM e AcOEt) e substâncias 

purificadas foi quantificada usando microplaca de 96 cavidades, Leitor de ELIZA BIOTEK 

KC4 e solução metanólica de 0,3 mM do radical DPPH. Foram pipetados 178,5 L das 

amostras a serem analisadas e 71,4 L de solução metanólica de DPPH (0,3 mM). No 

controle negativo foram pipetados 178,5 L de metanol e 71,4 L de solução metanólica de 

DPPH (0,3 mM). Como controle positivo foi utilizado extrato padronizado de Gingko biloba 

(Herbarium®) e/ou quercitina, na concentração de 31,25 μg/mL e 4 μg/mL, respectivamente. 

A primeira leitura (back ground) se faz após a adição da amostra, e o início da contagem de 

tempo se faz após a adição do DPPH, sendo a absorbância medida a () 518 nm, aos 15 e 30 

minutos. Durante o ensaio a microplaca foi mantida a temperatura ambiente em local escuro 

(Alma et al., 2003).  A expressão dos resultados se dá pelo decaimento da absorbância da 

amostra em relação ao controle negativo. 

 

4.5.3. Avaliação Antioxidante com β-caroteno em TLC 

A atividade antioxidante com β-caroteno dos extratos etanólicos brutos (EEB) (200 

g), extratos obtidos através da partição do EEB (HEX, DCM e AcOEt) (100 g) e 

substâncias purificadas (50 g) foi avaliada qualitativamente em TLC utilizando placas de 

alumínio de silica gel 60 F254 (0,2 mm) (Merck, Darmstadt, Alemanha). Como padrão 

(controle positivo) foi utilizado quercitina (5 g). As placas foram eluídas com solventes 

apropriados em cuba de vidro. Após desenvolvimento da cromatografia em camada delgada, 

as placas foram observadas sob luz UV nos comprimentos de onda () de 254 nm e 366 nm, 

em equipamento Camag ReproStar 3 (Camag, NC, EUA) e fotografadas em câmera Epson 

PhotoPC 3000Z. As substâncias puras não foram eluídas. As cromatoplacas foram borrifadas 

com solução de β-caroteno em diclorometano (0,04%), permanecendo amarelada e, em 

seguida, expostas à luz. O β-caroteno é oxidado pelo oxigênio atmosférico, numa reação 

fotoquímica e após cerca de duas a três horas já se consegue perceber que a placa de sílica 
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volta à cor original branca, exceto nas áreas onde existam substâncias com atividade 

antioxidante, verificando-se a permanência da coloração amarela do β-caroteno (Pratt et al., 

1984). 

 

4.5.4. Avaliação Antioxidante no Sistema β-caroteno/ácido linoleico em Microplaca 

 A quantificação da atividade inibitória da lipoperoxidação foi determinada usando o 

ensaio de descoloramento do β-caroteno descrito por Duarte-Almeida (2006). A atividade 

antioxidante dos extratos etanólicos brutos (EEB), extratos obtidos através da partição do 

EEB (HEX, DCM e AcOEt) e substâncias purificadas foi quantificada usando microplaca de 

96 cavidades, Leitor de ELIZA BIOTEK KC4 e solução reativa que é formada por: 21 L de 

ácido linoleico, 84 L do emulsificante TWEEN 40 e 210 L de solução diclorometânica de 

β-caroteno [2 mg/mL]. O diclorometano foi totalmente eliminado da mistura (solução reativa) 

sob fluxo de nitrogênio. Após sua eliminação foram adicionados 25 mL de água ultra pura 

(Milli Q) previamente saturada por borbulhamento com gás oxigênio puro durante 30 

minutos. A mistura foi agitada vigorosamente. 

 Na microplaca foram pipetados 10 L das amostras e 250 L de solução reativa. No 

controle negativo foram pipetados 10 L de metanol e 250 L de solução reativa. Como 

controles positivos foram utilizados os padrões sintéticos BHA e BHT (20 g/mL). Logo após 

houve a incubação à temperatura de 45 °C durante todo ensaio, e a absorbância medida a () 

450 nm a cada 15 minutos, por um período de 2 horas (120 min.). A primeira leitura realizada 

foi considerada o tempo zero, após a pipetagem da solução reativa. 

A expressão dos resultados se dá pelo decaimento da absorbância da amostra em 

relação ao controle negativo. 

 

4.5.5. Avaliação da Atividade Antifúngica por Bioautografia com Cladosporium 

sphaerospermum e Cladosporium cladosporióides. 

 Os fungos filamentosos Cladosporium sphaerospermum Penz (CCIBt 491) e 

Cladosporium cladosporioides Fresen de Vries (CCIBt140) foram utilizados como 

reveladores nos bioensaios de detecção de substâncias fungitóxicas.  

 Para a obtenção das culturas, os fungos foram mantidos em placas de BDA (batata – 

dextrose – ágar), incubadas a 24 ºC, no escuro, por 14 dias. As suspensões de conídios dos 



29 
 

fungos foram obtidas em solução de sais e glicose 30% na proporção 6:1 (v/v) e armazenadas 

em freezer. 

 Os extratos etanólicos brutos (EEB) (400 g) e os extratos HEX, DCM e AcOEt (200 

g) foram avaliados em TLC, utilizando placas de alumínio de silica gel 60 F254 (0,2 mm) 

(Merck, Darmstadt, Alemanha) desenvolvidas com solventes apropriados. Após a eliminação 

completa dos solventes, as cromatoplacas foram borrifadas com a suspensão de conídios dos 

fungos (5x10
7
 esporos/ml) e encubadas em câmara úmida a 27ºC, por 48 horas, no escuro 

(Homans & Fuchs, 1970). Como controle positivo foi utilizado nistatina (1 g). 

 Para os óleos voláteis e substâncias puras foram determinados os limites de detecção 

(quantidades mínimas, g, requeridas para inibir o crescimento do fungo) variando-se as 

quantidades das amostras aplicadas nas placas. Onde houve inibição, foram observados halos 

brancos de inibição do crescimento dos fungos em um fundo de coloração verde escuro. 

 

4.5.6. Avaliação da Atividade Antifúngica por Bioautografia com Candida albicans. 

 As cepas de C. albicans foram obtidas a partir de isolados clínicos do Serviço de 

Dermatologia, Centro Hospitalar Universitário de Vaudois, Lausane, Suíça. Para cultura de C. 

albicans foi utilizado o meio líquido de Sabouraud. O meio foi autoclavado a temperatura de 

120 °C por 20 minutos. Com a finalidade de obter uma fase de crescimento exponencial de C. 

albicans, o meio Sabouraud (20 mL) foi inoculado com a cepa 12 horas antes do teste. Malte 

agar (Oxoid) foi usado como meio sólido para recobrir as placas de TLC. A suspensão (Malte 

Agar) foi preparada imediatamente antes da realização do ensaio. O composto de referencia 

utilizado na determinação do limiar de detecção foi o miconazol (Janssen, Beerse, Belgium). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Cultura de Candida albicans utilizada no teste. 

Foto: Rodrigo Cabral 
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 A avaliação da atividade dos extratos etanólicos brutos (EEB) e extratos obtidos 

através da partição do EEB (HEX, DCM, AcOEt) foi realizada em TLC, utilizando placas de 

vidro de silica gel 60 F254 (Merck, Darmstadt, Alemanha), em diferentes concentrações por 

amostra/spot: 300, 200 e/ou 100 g para os extratos, e 40 e/ou 20 g para frações purificados 

ou compostos puros. O padrão (controle positivo) foi o miconazol (1 g). As placas TLC 

foram colocadas em placa aquecedora mantida a 35 °C. Aproximadamente 25 mL do inóculo 

foram rapidamente distribuídos sobre a placa TLC (20 x 20 cm) com uma pipeta descartável 

esterilizada. Após a solidificação do meio, as placas TLC foram incubadas durante a noite (12 

a 24 horas) a 30 °C em caixas de polietileno forradas com papel de cromatografia úmido. 

Após esse período de incubação, os bioautogramas (placas de TLC) foram borrifados com 

uma solução aquosa (2,5 mg/mL) de azul de tiazolil (metil brometo de tetrazólio tiazolio; 

MTT) (Sigma-Aldrich, MO, EUA), e incubados por 4 horas a 30°C. Zonas claras de inibição 

do crescimento do fungo são observadas contra um fundo roxo quando há atividade 

(Hostettmann et al, 1991). 

 Para as substâncias puras que apresentaram atividade foram determinado os limites de 

detecção (quantidades mínimas, g, requeridas para inibir o crescimento do fungo) variando-

se as quantidades das amostras aplicadas nas placas.  

 Esta técnica de avaliação da atividade antifúngica com C. albicans foi realizada na 

Universidade de Genebra durante o período de realização do estágio de doutorado sanduíche, 

em Genebra, Suíça. 
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E.E. Jureia-Itatins

E.E. Jureia-Itatins

P.E.S.M (Núcleo Caraguatatuba)

0,2625

0,0965

OrgãoLocal de Coleta
Rendimento

%mg.g-1 MF

0,1335 0,015

0,023

0,009

Frutos

Folhas

Folhas

Tabela 3 - Rendimento dos óleos voláteis de C. fontanesianus de acordo com 

local de coleta. Folhas coletadas durante período vegetativo (MF, Massa 

Fresca). 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Obtenção dos Extratos e Óleos Voláteis 

5.1.1. Extração do Óleo Volátil 

 A extração dos óleos essenciais pode ser realizada através de diversas técnicas 

diferentes, como por exemplo, enfloração, prensagem e fluído supercrítico. Neste trabalho a 

extração foi realizada através da técnica de hidrodestilação, que possui como princípio 

arrastar o óleo volátil através do vapor. Nesta técnica o material vegetal fica em contato com a 

água, em estado líquido, e os óleos voláteis por serem imiscíveis em água e possuírem pressão 

de vapor mais elevado, são arrastados pela água. Essa técnica é a mais empregada em 

laboratório, utilizando-se o aparelho do tipo Clevenger (Santos et al., 2004; Pino et al., 2006; 

Kelen & Tepe, 2008). O rendimento (em mg.g
-1 

massa fresca e porcentagem) dos óleos 

voláteis das partes aéreas de C. fontanesianus estão apresentados na Tabela 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 O rendimento do óleo volátil obtido apresentou variação entre os locais de coleta. O 

maior rendimento, no entanto, foi observado para os frutos, que possivelmente está 

relacionado ao período reprodutivo, onde ocorrem alterações metabólicas que tem como 

principal função o sucesso deste período, assim como a dispersão das sementes para 

propagação da espécie. As plantas são submetidas a condições ambientais que influenciam 

seu desenvolvimento e crescimento, isso sugere a existência de alterações metabólicas como 

respostas à pressão seletiva do meio, que podem acarretar alterações e mutações genéticas. Os 

fatores ambientais podem ser de caráter biótico ou abiótico. Fatores bióticos estão 

relacionados com as interações planta-herbívoro, planta-microrganismo ou planta-planta. Os 

mecanismos de respostas a estas interações variam de acordo com as relações ecológicas 

locais e imediatas, e podem resultar em diversas alterações na síntese de metabólitos. Dentre 

os fatores abióticos estão às condições de clima e solo (Andrade & Casali 1999).  
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5.1.2. Extrato Etanólico Bruto 

 A extração do material vegetal (pó dos ramos caulinares e folhas) com o equipamento 

extrator ASE300 (Accelerated Solvent Extraction, 60° C, 1500 psi) foi realizada utilizando 

como solvente etanol comercial (92,8°). Foram obtidos quatro extratos etanólicos brutos 

(EEB): EEB-folhas e EEB-ramos coletados na Estação Ecologica Juréia-Itatins e EEB-folhas 

e EEB-ramos coletados no Núcleo Caraguatatuba do Parque Estadual da Serra do Mar. O 

rendimento obtido nas extrações está descrito na Tabela 4. 

 

Tabela 4 - Rendimento dos extratos em relação a massa de material vegetal utilizado. 

Local E.E. Juréia Itatins Núcleo Caraguatatuba 

Órgão Ramos Folhas Ramos Folhas 

Quantidade de pó 1559,78 g 791,58 g 1323,6 g 788,82 g 

Extrato Etanólico 

Bruto Seco 

43,42 g 54,22g 42,7 g 68,2 g 

RENDIMENTO 2,78% 6,85 % 3,22 % 8,65 % 

 

 

O uso de altas temperaturas aumenta a capacidade de o solvente solubilizar amostras, 

além de poder agir quebrando a forte interação matriz-soluto causado pelas forças de van der 

Waals, ligações de hidrogênio e atrações dipolo entre as moléculas do soluto e os sítios ativos 

da matriz. Altas temperaturas também diminuem a viscosidade do solvente ajudando sua 

penetração na matriz e facilitando o contato com o analito. A utilização de pressão auxilia a 

extração de materiais presos em poros e regiões da matriz (material vegetal) onde não seria 

alcançado em condições atmosféricas normais (Richter, 1996; Ong, 2000; Huie, 2002), como 

alguns compartimentos subcelulares, o que é muito importante já que muitos metabólitos 

secundários como alcalóides, por exemplo, são frequentemente produzidos e armazenados em 

regiões celulares como vacúolos, vesículas e regiões restritas da membrana do retículo 

endoplasmático (Hashimoto & Yamada, 1994). A pressão também auxilia a solubilização de 

bolhas de ar mais rapidamente, aumentando a superfície de contato do solvente com as 

partículas da matriz, além de manter o solvente orgânico no estado líquido em condições de 

altas temperaturas (Richter et al., 1996; Huie, 2002). 
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A extração de material vegetal sob pressão e temperatura em comparação com outros 

métodos, como por exemplo, maceração, Soxhlet ou percolação apresenta vantagens em 

relação ao consumo reduzido de solvente, menor tempo de extração e maior rendimento 

obtido nas frações. (Kaufmann & Christen, 2002). O teor de metabólitos secundários pode ser 

influenciado por vários fatores, dentre eles o local e época de coleta da planta e 

principalmente a parte da planta utilizada (Falkenberg et al., 1999).  

 

5.1.3. Partição Líquido/Líquido do Extrato Etanólico Bruto (EEB) 

 Os extratos de plantas são misturas bastante complexas, contém milhares de diferentes 

metabólitos secundários, um número enorme de moléculas (Hostettman et al., 1998). Com o 

objetivo de tornar essas matrizes um pouco menos complexas para as análises 

cromatográficas de separação e purificação, a técnica de partição foi utilizada, separando 

esses diferentes componentes da mistura por suas polaridades. 

 Os extratos obtidos no processo de partição foram concentrados à vácuo em 

evaporador rotatório para eliminação do solvente. Posteriormente para completa eliminação 

do solvente os extratos foram levados a banho-maria a temperatura de 50°C. Ao final do 

processo foram obtidos o extrato hexânico (HEX), extrato diclorometânico (DCM) e o extrato 

em acetato de etila (AcOEt) (Tabela 5). 

 

 

Tabela 5 - Rendimento dos extratos na partição. Valores entre parênteses indicam o 

rendimento em relação ao EEB. 

 

 E.E. Jureia Itatins Núcleo Caraguatatuba 

Extratos Folhas Ramos Folhas Ramos 

HEX 5,24g (9,66%) 2,82g (6,48%) 6,57g (9,64%) 3,14g (7,35%) 

DCM 12,64g (23,3%) 6,67g (15,37%) 14,93g (21,8%) 7,57g (17,73%) 

AcOEt 3,78g (6,9%) 4,27g (9,83%) 5,62g (8,25%) 3,95g (9,25%) 

EEB 54,22g 43,42g 68,2g 42,7g 
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5.2. Análise Cromatográfica e Identificação dos Componentes dos Óleos Voláteis 

 O teor de metabólitos secundários pode ser influenciado por vários fatores, dentre eles 

o local e época de coleta da planta e principalmente a parte da planta utilizada (Falkenberg et 

al. 1999). De acordo com Bell (1981), a intensidade luminosa pode alterar a ação de enzimas 

fotossensíveis envolvidas na rota biossintética, de forma a alterar a composição de óleos 

essenciais. Em outras palavras, condições ambientais que interferem no metabolismo 

primário, influenciam indiretamente o metabolismo secundário, visto que há uma relação 

intrínseca entre eles. 

 A Tabela 6 mostra a composição química dos óleos voláteis de C. fontanesianus 

proveniente das duas populações estudadas, de ocorrência natural na Estação Ecológica Jureia 

Itatins (Núcleo Arpoador) e no Núcleo Caraguatatuba do Parque Estadual da Serra do Mar. 

Ao todo foram detectados 42 componentes, sendo que vinte destes eram comuns nas folhas 

dos dois locais de coleta; dez só foram detectados na composição dos óleos provenientes das 

folhas da população do Núcleo Arpoador da EEJI; três se mostraram exclusivos dos óleos 

voláteis obtidos da população do Núcleo Caraguatatuba do PESM. Nas análises foram 

considerados apenas componentes com áreas de picos superior a 0,5%. 

Apesar da grande quantidade de compostos exclusivos nos óleos das folhas dos 

indivíduos da Juréia, o que demonstra uma maior complexidade química, os dois compostos 

majoritários, espatulenol e -cadinol, são comuns aos dois locais de coleta. O óleo volátil 

obtido das folhas de C. fontanesianus, em ambos os locais de coleta, apresentou como 

principais classes de componentes os sesquiterpenos oxigenados (45,0% Juréia e 44,7% 

Caraguatatuba), seguidos dos hidrocarbonetos sesquiterpênicos (36,6% Juréia e 38,4% 

Caraguatatuba) e com um percentual bastante inferior de monoterpenos (Gráfico 1). 
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JU= Juréia e CAR= Caraguatatuba 

a
Indices de retenção de Kovats em coluna apolar (DB-5);

b
Indices de retenção de Kovats em coluna apolar, da literatura

(Adams, 2007); NI 1: [m/z (%): 218 (M+), 187 (56), 159 (100), 145 (53), 133 (65), 131 (56), 119 (54), 105 (84), 91 (80), 79 (48), 43 

(48)].

Tabela 6 - Composição química dos óleos voláteis de C. fontanesianus coletados na  EEJI (Juréia) 

e PESM (Caraguatatuba). 

1 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona 840 839 1,3 ± 0,4 - 1,5 ± 1,2

2 hexanol 870 870 - - 1,7 ± 0,1

3 -pineno 934 939 2,3 ± 0,4 2,5 ± 0,1 -

4 mirceno 990 990 3,8 ± 0,1 34,1 ± 2,0 -

5 limoneno 1030 1029 1,3 ± 0,2 0,9 ± 0,0 -

6 cis--ocimeno 1038 1037 - 1,6 ± 0,0 -

7 trans--ocimeno 1049 1050 - 4,0 ± 0,3 -

8 linalool 1099 1096 - - 3,8 ± 0,1

9 dimetoxibenzeno 1165 1165 - - 1,7 ± 0,0

10 n-decanal 1205 1201 1,2 ± 0,1 - -

11 geranial 1267 1267 - 0,6 ± 0,0 -

12 -copaeno 1373 1376 1,3 ± 0,2 2,0 ± 0,2 1,7 ± 1,0

13 -cubebeno 1385 1388 3,4 ± 0,1 4,7 ± 0,1 2,3 ± 0,1

14 -elemeno 1387 1390 1,9 ± 0,0 - 2,7 ± 0,2

15 -cariofileno 1415 1419 1,7 ± 0,1 8,0 ± 0,5 2,3 ± 0,2

16 -copaeno 1426 1432 1,3 ± 0,1 0,8 ± 0,0 1,6 ± 0,1

17 trans--bergamoteno 1431 1434 1,1 ± 0,0 1,9 ± 0,1 -

18 trans-muurola-3,5-dieno 1446 1453 - 0,7 ± 0,0 -

19 -humuleno 1452 1454 1,8 ± 0,1 4,4 ± 0,3 -

20 cis-cadina-1(6),4-dieno 1457 1463 - 0,8 ± 0,0 -

21 cis-muurola-4(14),5-dieno 1459 1466 - 0,9 ± 0,0 -

22 dauca-5,8-dieno 1469 1472 - 3,4 ± 0,2 -

23 -muuroleno 1472 1479 1,5 ± 0,1 0,8 ± 0,0 1,5 ± 0,1

24 germacreno-D 1477 1485 2,5 ± 0,3 4,3 ± 0,2 3,6 ± 0,2

25 (+)-epi-biciclosesquifelandreno 1487 1493 4,9 ± 0,4 8,1 ± 0,2 5,7 ± 0,2

26 -amorpheno 1491 1495 2,7 ± 0,3 - 4,1 ± 0,1

27 biciclogermacreno 1491 1500 - 6,8 ± 0,4 -

28 -muuroleno 1494 1500 1,2 ± 0,3 - 2,1 ± 0,1

29 -bulneseno 1497 1509 1,6 ± 0,3 1,8 ± 0,1 2,4 ± 0,2

30 -cadineno 1514 1523 2,3 ± 0,4 2,4 ± 0,1 2,8 ± 0,1

31 cis-calamaneno 1518 1529 5,1 ± 0,2 - 4,2 ± 0,1

32 trans-cadina-1,4-dieno 1529 1534 - 2,9 ± 0,1 -

33 germacreno-B 1554 1561 2,3 ± 0,1 - 1,4 ± 0,5

34 espatulenol 1573 1578 17,8 ± 0,5 - 20,6 ± 0,5

35 oxido de cariofileno 1577 1583 1,0 ± 0,2 - 1,7 ± 0,1

36 NI 1 1580 3,9 ± 0,2 - 6,3 ± 0,4

37 rosifoliol 1601 1600 3,4 ± 0,3 - -

38 guaiol 1609 1600 2,3 ± 0,5 - -

39 alpha-epi-cadinol 1638 1640 6,2 ± 0,1 0,7 ± 0,0 7,2 ± 0,1

40 -cadinol 1652 1654 15,1 ± 0,3 - 15,8 ± 0,2

41 salicilato de benzil 1862 1865 2,0 ± 0,2 - -

42 fitol 2103 2104 0,6 ± 0,7 - -

Peak Compounds IK
a

IK
b

ÓLEO-JU ÓLEO-CAR

FOLHA FRUTO FOLHA
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Grafico 1 - Comparativo da composição dos óleos voláteis (folhas) entre as áreas 

estudadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O óleo volátil obtido dos frutos de C. fontanesianus apresentou na sua composição 

como composto majoritário o mirceno, presente também apenas nos óleos voláteis das folhas 

dos indivíduos da Juréia. As principais classes de substâncias encontradas nos óleos voláteis 

dos frutos foram hidrocarbonetos sesquiterpênicos (53,8%), seguido dos hidrocarbonetos 

monoterpênicos (42,7%), e com um percentual bastante inferior de monoterpenos e 

sesquiterpenos oxigenados, diferente do que foi observado nas folhas (Tabela 7). 

 



37 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em Quercus ilex, árvore de clima mediterrâneo, que domina também áreas de clima 

temperado na Europa, as emissões de monoterpenos são reguladas positivamente pela 

disponibilidade de luz e temperatura (Staudt & Bertin 1998). Segundo os autores, a 

dependência da luz na emissão dos voláteis existe em decorrência da necessidade de produtos 

fotossintéticos para a biossíntese de isopreno, ao passo que a dependência da temperatura está 

relacionada a ação da isopreno sintase, enzima do cloroplasto que sintetiza isoprenos, a partir 

de difosfato de dimetil-alila (DMAPP). 

De um modo geral, a composição química dos óleos voláteis obtidos das folhas dos 

indivíduos da Juréia e de Caraguatatuba, mostrou pequenas diferenças. Diferenças na 

composição química em função da localização geográfica foram relatadas para diversas 

espécies. As condições edafoclimáticas, a altitude e as interações intra-específicas diferem 

entre regiões geográficas e é difícil determinar, em estudos de variabilidade intra-específica 

relacionada à variação geográfica, o grau de interferência dos fatores ambientais e genéticos, 

uma vez que estes estão intrinsecamente relacionados, pois são condições ambientais (bióticas 

e abióticas) que proporcionam a pressão seletiva em detrimento de um ou outro genótipo 

(Souza, 2009). 

No caso dos frutos coletados na E.E Juréia Itatins, existe também uma diferença na 

composição química, quando comparado com as folhas. Apesar dos grandes esforços para a 

obtenção dos frutos nos dois locais de coleta, o que tornaria possível a comparação da 

composição química dos óleos voláteis de frutos de ambos os locais, não foi possível 

encontra-los na época de frutificação da espécie em Caraguatatuba, talvez pelo número 

inferior de indivíduos nessa população, impossibilitando a coleta dos frutos nos dois locais. 

JU= Juréia e CAR= Caraguatatuba 

Tabela 7 - Composição das principais classes químicas dos óleos voláteis das diferentes 

partes de C. fontanesianus coletados em regiões de Mata Atlântica. 

 

Monoterpeno

Hidrocarbonetos (%)

Oxigenados (%)

Sesquiterpeno

Hidrocarbonetos (%)

Oxygenados (%)

Outros (%)

Compostos identificados (%)

Compostos
ÓLEO-JU ÓLEO-CAR

0,6 3,6

97,6 97,8 97,9

36,6 53,8 38,4

45,0 0,7 44,7

FOLHA FRUTO FOLHA

8,6 - 11,2

7,4 42,7 -

-
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5.3. Análise por Cromatografia em Camada Delgada 

 A técnica de cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando sílica como fase 

estacionária foi utilizada com a finalidade de verificar a complexidade de cada extrato e o 

comportamento em diferentes sistemas de eluição. A análise por CCD também foi importante 

para comparação das regiões ativas nos ensaios de bioautografia com fungos e ensaios 

qualitativos de avaliação da atividade antioxidante. 

 Os resultados das análises por CCD dos extratos são apresentados abaixo. As siglas 

nas placas indicam o órgão e o local de coleta: Ramos Juréia (Ra-Ju), Folhas Juréia (Fo-

Ju), Ramos Caraguatatuba (Ra-Car) e Folhas Caraguatatuba (Fo-Car). 

 Abaixo as fotos das cromatoplacas dos extratos etanólicos brutos observados em luz 

ultravioleta () 366 nm e 254 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Abaixo seguem as fotos das cromatoplacas dos extratos obtidos através da partição do 

EEB, observadas em luz ultravioleta () 366 nm e 254 nm, identificadas de acordo com o 

solvente utilizado na partição 

Ra-Ju   Fo-Ju   Ra-Car    Fo-Car Ra-Ju   Fo-Ju   Ra-Car   Fo-Car 

Figura 14 - Cromatografia em camada delgada dos EEBs de caules e 

folhas, observadas sob luz UV em 366 nm (1) e 254 nm (2). Sistema 

de eluição CHCl3:MeOH (9:1; v/v). 

1 2 
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Ra-Ju     Fo-Ju    Ra-Car   Fo-Car Ra-Ju     Fo-Ju    Ra-Car   Fo-Car 

Figura 15 - Cromatografia em camada delgada dos 

extratos HEX de caules e folhas, observadas sob luz UV 

em 366 nm (1) e 254 nm (2). Sistema de eluição 

CH2Cl2:Hex:AcOEt (80:20:05; v/v) 

1 2 

Ra-Ju     Fo-Ju    Ra-Car   Fo-Car Ra-Ju     Fo-Ju    Ra-Car   Fo-Car 

Figura 16 - Cromatografia em camada delgada dos 

extratos DCM de caules e folhas, observadas sob luz UV 

em 366 nm (1) e 254 nm (2). Sistema de eluição 

CH2Cl2:AcOEt:MeOH (65:30:05; v/v). 

1 2 
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Examinando as placas de cromatográficas de todas as amostras, podemos observar que 

os extratos de maior interesse para os estudos foram os de baixa e média polaridade (HEX, 

DCM) por ser visível a maior complexidade nesses extratos. 

A cromatografia em camada delgada (CCD) é o único método cromatográfico que 

oferece a possibilidade de apresentar o resultado como uma imagem. Nela quase todos os 

componentes da amostra estão incluídos na cromatoplaca. É uma técnica simples e barata 

(Marston & Hostettman, 2009). Além disso, é flexível e permite múltipla detecção, em 

conjunto com microrganismos e outros agentes biológicos, a bioautografia em CCD pode ser 

utilizada para detectar atividades biológicas (Hostettman et al., 1997). 

 

5.4. Avaliação Qualitativa de Atividades Biológicas por Bioautografia em CCD 

5.4.1. Avaliação por CCD da Atividade Antioxidante dos Extratos com DPPH 

 Os extratos foram avaliados quanto à capacidade de sequestro do radical livre DPPH. 

Abaixo são apresentados os resultados das avaliações. As siglas sobre as placas indicam o 

órgão, local de coleta e o controle positivo para o ensaio biológico: Ramos Juréia (Ra-Ju), 

Folhas Juréia (Fo-Ju), Ramos Caraguatatuba (Ra-Car) Folhas Caraguatatuba (Fo-Car) 

e Padrão Quercetina (P). As placas foram fotografadas sob luz branca. 

Ra-Ju     Fo-Ju    Ra-Car   Fo-Car Ra-Ju     Fo-Ju    Ra-Car     Fo-Car 

Figura 17 - Cromatografia em camada delgada dos extratos 

AcOEt de caules e folhas, observadas sob luz UV em 366 

nm (1) e 254 nm (2). Sistema de eluição 

CHCl3:MeOH:AcOEt (5:3:2; v/v) 

1 2 
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Ra-Ju    Fo-Ju    Ra-Car   Fo-Car     P Ra-Ju    Fo-Ju    Ra-Car   Fo-Car     P 

1 2 

Rf= 0,04 (***) 

Rf= 0,37 (**) 

Rf= 0,59 (*) 

Figura 18 - CCDs de sílica gel GF254 dos EEBs (1) e extrato HEX 

(2) reveladas com DPPH. Fatores de retenção (Rfs) calculados e 

intensidade da atividade antioxidante (forte***, média**, fraca*). 

Ra-Ju    Fo-Ju    Ra-Car   Fo-Car     P Ra-Ju    Fo-Ju    Ra-Car   Fo-Car     P 

Figura 19 - CCDs de sílica gel GF254 dos extratos DCM (3) e AcOEt 

(4) reveladas com DPPH. Fatores de retenção (Rfs) calculados e 

intensidade da atividade antioxidante (forte***, média**, fraca*). 

3 4 

Rf= 0,42 (**) 

Rf= 0,68 (*) 

Rf= 0,57 (*) 

Rf= 0,68 (**) 

Rf= 0,43 (**) 

Rf= 0,04 (***) 

Rf= 0,33 (**) 
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 Após as revelações com DPPH das placas cromatográficas podemos observar que os 

extratos etanólicos brutos (EEBs) e todos os demais extratos, principalmente dos ramos, 

apresentam atividade antioxidante de sequestro do radical DPPH, com exceção do extrato 

HEX (2) que não apresentou potencial antioxidante. O extrato que pareceu ser mais ativo foi o 

AcOEt, o mais polar, porém com atividade forte próximo a base da CCD, em Rf’s muito 

baixos, característica que pode dificultar a separação/purificação para identificação destes 

compostos. 

 A determinação do Rf (fator de retenção) é muito importante, sendo um dos fatores 

mais significantes em cromatografia de camada delgada (CCD); é definido como a razão entre 

a distância percorrida pela substância em questão e a distância percorrida pela fase móvel 

(Degani et al., 1998). Tendo os seus valores definidos, torna-se possível fazer a comparação 

com valores de Rf de substâncias conhecidas, ou padrões (Marino et al., 2010). 

 

5.4.2. Avaliação por CCD da Atividade Antioxidante dos Extratos com -caroteno 

 Os extratos foram avaliados quanto à capacidade de impedir a oxidação do β-caroteno 

pelo oxigênio atmosférico, numa reação fotoquímica. Abaixo são apresentados os resultados 

das avaliações. As siglas sobre as placas indicam o órgão, local de coleta e o controle positivo 

para o ensaio biológico: Ramos Juréia (Ra-Ju), Folhas Juréia (Fo-Ju), Ramos 

Caraguatatuba (Ra-Car) Folhas Caraguatatuba (Fo-Car) e Padrão Quercetina (P).  

As avaliações das atividades antioxidantes em CCD foram realizadas antes da viagem 

a Genebra para o estágio de doutorado sanduíche. Elas são avaliações qualitativas importantes 

para podermos, inicialmente, observar o potencial biológico de cada extrato. As placas foram 

fotografadas sob luz branca (Figuras 20 e 21). 
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Ra-Ju  Fo-Ju  Ra-Car   Fo-Car    P 

1 

Ra-Ju  Fo-Ju  Ra-Car   Fo-Car    P 

2 

Figura 20 - CCDs de sílica gel GF254 dos EEBs (1) e extrato HEX 

(2) reveladas com -caroteno. Fatores de retenção (Rfs) calculados e 

intensidade da atividade antioxidante (forte***, média**, fraca*). 

Rf= 0,79 (*) 

Rf= 0,57 (**) 

Rf= 0,3 (**) 

Rf= 0,54 (*) 

Figura 21 - CCDs de sílica gel GF254 dos extratos DCM (3) e AcOEt 

(4) reveladas com -caroteno. Fatores de retenção (Rfs) calculados e 

intensidade da atividade antioxidante (forte***, média**, fraca*). 

Ra-Ju  Fo-Ju  Ra-Car   Fo-Car   P 

3 

Rf= 0,76 (*) 

Rf= 0,65 (**) 

Rf= 0,43 (*) 

Ra-Ju  Fo-Ju  Ra-Car  Fo-Car   P 

4 

Rf= 0,04 (***) 
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Após as revelações das CCDs podemos observar que todos os extratos, principalmente 

dos ramos, apresentam potencial de impedir a oxidação fotoquímica do β-caroteno. O extrato 

que demonstrou ser mais ativo foi o AcOEt, com forte atividade bem próximo a base da placa 

cromatográfica, em Rf’s muito baixos. A fração diclorometanica também demonstrou 

potencial antioxidante em Rf’s intermediários. 

 

5.4.4. Avaliação por CCD da Atividade Antifúngica dos Extratos contra C. 

sphaerospermum 

A avaliação do potencial antifúngico de todos os extratos contra C. sphaerospermum 

em ensaio descrito por Homans & Fuchs (1970), foi realizado anteriormente ao período de 

estagio de doutorado sanduíche na Universidade de Genebra, em Genebra, Suíça. A avaliação 

da atividade antifúngica contra C. sphaerospermum é uma ferramenta importante para achar 

compostos com potencial antifúngico de maneira rápida e eficiente. Abaixo são apresentados 

os resultados das avaliações. As siglas sobre as placas indicam o órgão, local de coleta e o 

controle positivo para o ensaio biológico: Ramos Juréia (Ra-Ju), Folhas Juréia (Fo-Ju), 

Ramos Caraguatatuba (Ra-Car) Folhas Caraguatatuba (Fo-Car) e Padrão Nistatina (P). 

As placas foram fotografadas sob luz branca. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 - CCDs de sílica gel GF254 dos EEBs (1) e extrato HEX 

(2) reveladas com C. sphaerospermum. Fatores de retenção (Rfs) 

calculados e intensidade da atividade antifungica (forte***, média**, 

fraca*). 

Ra-Ju   Fo-Ju   Ra-Car   Fo-Car    P 

Rf=0,54 (*) 

Rf=0,73 (*) 

Rf=0,37 (*) 

Rf=0,67 
(**) 

Rf=0,6 (**) 

Rf=0,53 (*) 

1 

Ra-Ju   Fo-Ju   Ra-Car   Fo-Car    P 

2 

Rf=0,48 (*) 

Rf=0,32 (*) 

Rf=0,21 (*) 

Rf=0,06 (**) 
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Após as revelações das CCDs com suspensão de esporos de conídios do fungo C. 

sphaerospermum observamos que o extrato etanólico bruto (1) e o extrato DCM (3) de ramos 

e folhas de ambos os locais de coleta apresentam forte potencial antifúngico. O extrato HEX 

(2) apresentou fraca atividade e o extrato AcOEt não apresentou potencial antifúngico. Os 

extratos mais ativos foram DCM, com Rf’s de valores intermediários. 

A avaliação da atividade antifúngica contra o fungo C. cladosporióides não foi 

possível nesta etapa do desenvolvimento do projeto porque houve problemas de crescimento 

das cepas, o que inviabilizou os testes. 

 

5.4.4. Avaliação por CCD da Atividade Antifúngica dos Extratos contra C. albicans 

 A avaliação do potencial antifúngico de todos os extratos contra C. albicans em ensaio 

descrito por Hostettman e colaboradores (1991), foi realizado durante o período de estagio de 

doutorado sanduíche na Universidade de Genebra, em Genebra, Suíça. Durante meu estágio 

Figura 23 - TLCs de sílica gel GF254 dos extratos DCM (3) e AcOEt 

(4) reveladas com C. sphaerospermum. Fatores de retenção (Rfs) 

calculados e intensidade da atividade antifungica (forte***, média**, 

fraca*). 

Ra-Ju   Fo-Ju   Ra-Car   Fo-Car    P 

4 

Ra-Ju   Fo-Ju   Ra-Car   Fo-Car    P 

Rf=0,43 (*) Rf=0,46 (***) 

Rf=0,6 
 (***) 

Rf=0,7  (***) 

Rf=0,75  (***) 

3 
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em Genebra aprendi a técnica bioautográfica de avaliação da atividade antifúngica utilizando-

se Candida albicans e fui o responsável por todas as avaliações das minhas amostras. Esta 

avaliação foi uma das primeiras atividades desenvolvidas durante o estágio. 

 A avaliação desta atividade é uma ferramenta importante para achar compostos com 

potencial antifungico de maneira rápida. Abaixo são demonstrados os resultados da avaliação 

da atividade antifúngica contra C. albicans, de todos os extratos (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Os extratos mais ativos contra o fungo C. albicans foram o HEX e o DCM, porém, 

devido à presença de pigmentos no extrato HEX, o mais promissor para trabalho de 

microfracionamento em HPLC-UV é o extrato DCM (ramos e folhas). 

 

 

Figura 24 – Placa cromatográfica revelada com o fungo C. albicans.  Avaliação dos 

extratos de ramos e folhas de C. fontanesianus. Padrão miconazol. 
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5.5. Análise do Perfil Cromatográfico dos Extratos por HPLC-DAD 

 Os perfis cromatográficos dos extratos de C. fontanesianus, provenientes de ramos e 

folhas, foram obtidos através da técnica HPLC-DAD. Após algumas análises em gradiente 

exploratório optou-se por utilizar o sistema de eluição composto por H2O/MeOH, ambos 

contendo 0,1% de AF, pois com este sistema observamos uma melhor resolução entre as 

bandas. Foi empregado um método de eluição em modo gradiente, com variação não linear da 

porcentagem do solvente orgânico em 85 minutos (Tabela 8). As amostras foram 

previamente filtradas em filtro SIMPLEPURE PTFE/L com poros de 0,45 m de diâmetro. 

Os perfis cromatográficos dos extratos etanólicos brutos (EEBs), obtidos através da 

metodologia descrita, estão ilustrados a seguir nos comprimentos de onde de 254, 280 e 366 

nm respectivamente (Figuras 25 e 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 8 – Condição cromatográfica aplicada para obtenção dos 

perfis cromatográficos dos extratos de C.fontanesianus através da 

técnica HPLC-DAD. 

Solvente A - H2O + 0,1% AF %B

Solvente B - MeOH + 0,1% AF 5

Fluxo = 1 mL/min 10

Inj. Volume = 10L 45

[] amostra = 5 mg/mL 100

10085

Gradiente

5

15

75

Tempo (min)

0
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Figura 25 – Perfis cromatográficos dos extratos etanólicos brutos de ramos (A) e 

folhas (B) de C. fontanesianus coletados na Jureia, obtidos através da técnica de 

HPLC-DAD. Coluna X-Bridge (250 x 4,6 mm d.i., 5 m), equipamento HPLC-DAD 

(Agilent), fluxo 1,0 mL/min, = 254, 280 e 366. 

366nm 

280nm 

254nm 

254nm 

280nm 

nm 

A 

B 
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Figura 26 – Perfis cromatográficos dos extratos etanólicos brutos de ramos (A) e 

folhas (B) de C. fontanesianus coletados em Caraguatatuba, obtidos através da 

técnica de HPLC-DAD. Coluna X-Bridge (250 x 4,6 mm d.i., 5 m), equipamento 

HPLC-DAD (Agilent), fluxo 1,0 mL/min, = 254, 280 e 366. 

254nm 

A 

280nm 

366nm 

254nm 

B 

280nm 

nm 
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 A partir das análises dos perfis cromatográficos dos EEBs de ramos e folhas, de ambos 

os locais de coleta, realizados nas mesmas condições cromatográficas, pode-se observar a alta 

complexidade das amostras analisadas, as quais apresentam inúmeras bandas em diferentes 

tempos de retenção. Comparando os cromatogramas, pode-se constatar a grande semelhança 

entre os perfis cromatográficos de ambos os locais de coleta, Núcleo Arpoador da Estação 

Ecologica Juréia-Itatins (litoral sul do Estado de São Paulo) e Núcleo Caraguatatuba do 

Parque Estadual da Serra do Mar (litoral norte do Estado de São Paulo), para ambos os órgãos 

estudados, folhas e ramos (Figuras 27 e 28). No entanto, a complexidade química dos EEBs 

dos ramos mostrou ser superior em relação ao extrato das folhas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27 – Comparação entre os perfis cromatográficos dos extratos etanólicos brutos 

de ramos de C. fontanesianus coletados na Juréia (A) e em Caraguatatuba (B), obtidos 

através da técnica de HPLC-DAD. Coluna X-Bridge (250 x 4,6 mm d.i., 5 m), 

equipamento HPLC-DAD (Agilent), fluxo 1,0 mL/min, = 254 nm. 

A 

B 
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 Devido à complexidade química já conhecida nos extratos vegetais, foram realizadas 

partições líquido/líquido com os EEBs, com objetivo de reduzir a complexidade das amostras, 

separando os grupos de componentes por polaridade crescente, utilizando-se solventes com 

tais características no processo de partição (n-hexano, diclorometano e acetato de etila). Os 

extratos obtidos através do procedimento experimental descrito acima foram analisados pela 

técnica HPLC-DAD com a finalidade de observar se houve segregação dos componentes e se 

houve diferença significativa no que diz respeito a uma análise qualitativa entre os extratos 

(HEX, DCM e AcOEt). Abaixo seguem os perfis cromatográficos dos extratos obtidos através 

da partição (Figuras 29, 30, 31 e 32). 

 

 

 

Fig. 28 – Comparação entre os perfis cromatográficos dos extratos etanólicos brutos 

de folhas de C. fontanesianus coletados na Juréia (A) e em Caraguatatuba (B), obtidos 

através da técnica de HPLC-DAD. Coluna X-Bridge (250 x 4,6 mm d.i., 5 m), 

equipamento HPLC-DAD (Agilent), fluxo 1,0 mL/min, = 254 nm. 

A 

B 
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Figura 29 – Comparação entre os perfis cromatográficos dos extratos etanólicos 

brutos (EEB) de ramos de C. fontanesianus coletados na Juréia e os extratos obtidos 

através da técnica de partição (HEX, DCM e AcOEt). Coluna X-Bridge (250 x 4,6 

mm d.i., 5 m), equipamento HPLC-DAD (Agilent), fluxo 1,0 mL/min, = 254 nm. 

EEB 

HEX 

DCM 

AcOEt 

Figura 30 – Comparação entre os perfis cromatográficos dos extratos etanólicos 

brutos (EEB) de ramos de C. fontanesianus coletados em Caraguatatuba e os 

extratos obtidos através da técnica de partição (HEX, DCM e AcOEt). Coluna X-

Bridge (250 x 4,6 mm d.i., 5 m), equipamento HPLC-DAD (Agilent), fluxo 1,0 

mL/min, = 254 nm. 

EEB 

HEX 

DCM 

AcOEt 
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Figura 31 – Comparação entre os perfis cromatográficos dos extratos etanólicos 

brutos (EEB) de folhas de C. fontanesianus coletados na Juréia e os extratos obtidos 

através da técnica de partição (HEX, DCM e AcOEt). Coluna X-Bridge (250 x 4,6 

mm d.i., 5 m), equipamento HPLC-DAD (Agilent), fluxo 1,0 mL/min, = 254 nm. 

EEB 

HEX 

DCM 

AcOEt 

HEX 

DCM 

AcOEt 

Figura 32 – Comparação entre os perfis cromatográficos dos extratos etanólicos 

brutos (EEB) de folhas de C. fontanesianus coletados em Caraguatatuba e os 

extratos obtidos através da técnica de partição (HEX, DCM e AcOEt). Coluna X-

Bridge (250 x 4,6 mm d.i., 5 m), equipamento HPLC-DAD (Agilent), fluxo 1,0 

mL/min, = 254. nm. 

EEB 
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 Pela análise dos resultados obtidos em HPLC-DAD pode-se concluir que houve 

separação satisfatória dos componentes dos EEBs através da técnica de partição 

líquido/líquido, utilizando os solventes n-hexano, diclorometano e acetato de etila. Os 

constituintes apolares encontram-se no extrato hexânico (HEX), os de polaridade 

intermediária encontram-se no extrato diclorometânico (DCM) e os constituintes de maior 

polaridade encontram-se no extrato acetato de etila (AcOEt). Por comparação dos perfis dos 

extratos HEX, DCM e AcOEt com os EEBs é possível observar as diferentes faixas de 

polaridade em cada amostra, sem a alteração significativa no conteúdo dos constituintes das 

mesmas. 

 Através das análises e comparação dos perfis cromatográficos dos extratos podemos 

dizer que em geral os perfis químicos são similares entre as áreas de coleta, variando somente 

na sua intensidade/abundância de alguns componentes. Os metabólitos secundários 

representam uma interface química entre as plantas e o ambiente circundante, portanto, sua 

síntese e acúmulo é frequentemente afetada por condições ambientais (Kutchan, 2001). Tais 

condições podem ser fatores fisiológicos (nutrição, fenologia, genética), climáticos (chuvas, 

temperatura, radiação solar), geográficos (altitude, poluição do ar) e ecológicos (competição, 

herbivoria) (Gobo-Neto & Lopes, 2007). 

 

5.6. Microfracionamento por HPLC do Extrato em DCM 

 De acordo com os resultados obtidos até então, com indicativos da presença de 

constituintes com atividade antifúngica contra o fungo Candida albicans, foram planejados os 

experimentos de microfracionamento dos extratos em DCM de ramos e folhas do material 

vegetal coletado na EEJI, utilizando a técnica de HLPC-UV em escala preparativa, com o 

objetivo de localizar a(s) região(ões) do perfil cromatográfico responsável(eis) por tal 

atividade. 

 Para que houvesse maior eficiência no experimento de microfracionamento foi 

necessário aperfeiçoar as condições cromatográficas de separação em HPLC-DAD para os 

extratos em DCM de ramos e folhas. Após, foram realizadas as transposições dos métodos 

analíticos para o preparativo utilizando-se o software HPLC calculator 3,0. As condições 

cromatográficas de separação em escala preparativa estão descritas na Tabela 9.  
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Tabela 9 – Condições cromatográficas aplicadas no microfracionamento do extrato 

DCM de ramos e folhas da Juréia através da técnica PREP-HPLC-UV. 

Solvente A - H2O + 0,1% AF %B %B

Solvente B - MeOH + 0,1% AF 40 40

Fluxo = 17 mL/min 64 70

Injeção = 200L 78 100

[] amostra = 100 mg/mL 100 100

100

Gradiente

57,1

Folhas

Tempo (min)

0

48,17

54,19

60,21

Ramos

Tempo (min)

0

27

45,06

54,09

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Após o procedimento de microfracionamento foram obtidas 102 frações para extrato 

DCM dos ramos e 105 frações para as folhas. Foram coletados 10 mL por fração em cada 

processo de microfracionamento. As frações foram coletadas em tubos de ensaio e 

posteriormente secas utilizando aparelho Genevac (SP Scientific, PA, EUA). O passo seguinte 

foi à transferência das frações coletadas para uma placa de TLC com sílica como fase 

estacionária. Em seguida, foi realizado o ensaio de avaliação da atividade antifúngica com C. 

albicans descrito por Hostettmann e colaboradores (1991). 

 A partir da metodologia descrita foi possível localizar no perfil cromatográfico dos 

extratos DCM de ramos e folhas da Juréia as áreas com resultados positivos para o ensaio de 

atividade antifúngica. Os resultados destas análises estão ilustrados nas Figuras 33 e 34 a 

seguir. 
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Figura 34 – Ilustração do procedimento experimental realizado para determinação das 

regiões do perfil cromatográfico do extrato DCM folhas que possuem atividade antifúngica. 

Figura 33 – Ilustração do procedimento experimental realizado para determinação das 

regiões do perfil cromatográfico do extrato DCM ramos que possuem atividade antifúngica.  
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 Os resultados obtidos ate agora são importantes no que diz respeito à identificação 

e/ou isolamento de compostos que possuem atividade antifúngica. 

 

5.7. Análise por HPLC-DAD-ESI-MS 

 Com o intuito de identificar os constituintes químicos com atividade antifúngica 

presentes no extrato em DCM de ramos e folhas, foi realizada a análise através da técnica 

HPLC-DAD-ESI-MS, técnica hifenada que conta com interface electrospray (ESI) como 

fonte ionizadora e analizador de massas ion-trap. Os experimentos foram realizados nos 

modos positivo e negativo, porém obteve-se melhor ionização no modo positivo. Os 

resultados desta análise estão ilustrados a seguir na Figura 35, onde é possível observar o 

perfil cromatográfico da fração analisada, os espectros de UV e os valores de m/z dos 

constituintes químicos nas regiões que apresentaram atividade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35 – Análise dos extratos em DCM de ramos e folhas pela técnica HPLC-DAD-

ESI-MS. Perfil cromatográfico dos extratos em DCM, espectros de UV e valores de m/z 

dos constituintes químicos detectados nas regiões onde foi localizada atividade 

antifúngica. Coluna X-Bridge (250 x 4,6 mm i.d, 5 m), equipamento HPLC-DAD 

(Agilent), fluxo= 1 mL/min, = 254 nm. 
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 A análise dos resultados obtidos permitiu não somente obter dados referentes aos 

componentes responsáveis pela atividade antifúngica, como também resultou na constatação 

da alta complexidade das amostras analisadas, principalmente no extrato em DCM dos ramos, 

conclusão essa obtida pela observação da diversidade de bandas de UV e m/z dos constituintes 

detectados (Figura 36). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A partir dos dados gerados foi possível a comparação destes com aqueles presentes na 

literatura para a espécie Conchocarpus fontanesianus, na tentativa de identificar os compostos 

presentes nos extratos em DCM de ramos e folhas previamente isolados. 

 Pode-se observar que os compostos III, IV e V apresentam banda de UV com formato 

similar, mas com diferentes m/z. Pressupõe-se que a diferença de 30 Da entre os compostos V 

e IV refere-se à presença de um grupo metoxila a mais na estrutura IV, e a diferença de 30 Da 

Figura 36 – Análise dos extratos em DCM de ramos e folhas através da técnica HPLC-DAD-

ESI-MS. Perfil cromatográfico dos extratos em DCM, espectros de UV e valores de m/z dos 

constituintes químicos detectados. Coluna X-Bridge (250 x 4,6 mm i.d, 5 m), equipamento 

HPLC-DAD (Agilent), fluxo= 1 mL/min, = 254 nm. 
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entre os compostos IV e III indicam a presença de outro grupo metoxila a mais na estrutura 

III. O padrão do espectro UV, o valor de max na região de 245 nm pra estes três adutos e os 

valores de m/z, 260 ([M+H]
+
) para composto III, 230 ([M+H]

+
) para composto IV e 200 

([M+H
+
) para composto V no modo positivo, dão indícios da presença dos alcaloides 

furoquinolínicos esquimianina, -fagarina e dictaminina respectivamente. O composto II 

apresenta valor de m/z 236 ([M+H]
+
) e espectro de UV com max em 248, 213 e 336 nm 

característico de alcaloides quinolônicos, e com base nessas informações é possível sugerir 

que se trata do alcaloide 2-fenil-1-metil-4-quinolona. Todos estes metabólitos foram 

previamente isolados e identificados na espécie em estudo (Cabral et al., 2011). Para os 

demais compostos, os dados obtidos foram insuficientes para sugerir suas identificações. 

 A fim de se obter dados mais precisos acerca dos adutos detectados, foi utilizado 

equipamento de espectrometria de massas que gera dados em alta resolução. A partir destas 

análises foi possível gerar informações precisas das massas e fórmulas moleculares dos 

constituintes químicos presentes nos extratos DCM. 

 

5.8. Análise do Perfil Metabólico por UPLC-TOF (High Resolution Mass Spectrometry) 

 Com a finalidade de obter informações mais precisas acerca do perfil metabólico dos 

extratos e seus constituintes, optou-se pela utilização da técnica Ultra Performance Liquid 

Chromatography (UPLC) acoplada a espectrometria de massas, dotada de interface 

eletrospray (ESI) e analisador Time of Flight (TOF). 

 As amostras dos extratos foram então analisadas e os Cromatogramas de Íons Totais 

(modo Base Peak Intensity – BIP) estão ilustrados nas figuras abaixo. A metodologia de 

análise utilizada para o perfil metabólico é padrão, e esta descrita na Tabela 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 10 – Condição cromatográfica aplicada para 

obtenção dos perfis metabólicos dos extratos de 

C.fontanesianus através da técnica UPLC-TOF. 

Solvente A - H2O + 0,1% FA %B

Solvente B - ACN + 0,1% FA 5

Fluxo = 0,46 mL/min 95

Inj. Volume = 2L 95

[] amostra = 1 mg/mL 5

5

40

40,2

50

30

Gradiente

Tempo (min)

0
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Figura 37 – Perfil metabólico obtido através da análise pela técnica UPLC-TOF-MS do EEB dos ramos do material vegetal coletado na E.E.Jureia-

Itatins. Coluna Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm d.i., 1,7 m). Equipamento Acquity UPLC-TOF-MS (Waters), fluxo 460L/min. 
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Figura 38 –Perfil metabólico obtido através da análise pela técnica UPLC-TOF-MS do EEB das folhas do material vegetal coletado na E.E.Jureia-

Itatins. Coluna Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm d.i., 1,7 m). Equipamento Acquity UPLC-TOF-MS (Waters), fluxo 460L/min. 
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Figura 39 – Perfil metabolico obtido através da análise pela técnica UPLC-TOF-MS do EEB dos ramos do material vegetal coletado no Núcleo 

Caraguatatuba. Coluna Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm d.i., 1,7 m). Equipamento Acquity UPLC-TOF-MS (Waters), fluxo 

460L/min. 
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 Figura 40 – Perfil metabólico obtido através da análise pela técnica UPLC-TOF-MS do EEB das folhas do material vegetal coletado no Núcleo 

Caraguatatuba. Coluna Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm d.i., 1,7 m). Equipamento Acquity UPLC-TOF-MS (Waters), fluxo 

460L/min. 
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 O UPLC permite trabalhar com elevadas pressões, utilizando partículas de fase 

estacionárias ≤ 2,0 μm, menor tempo de análise e baixo consumo de solventes, possibilitando 

obter uma melhor eficiência e resolução cromatográfica entre as bandas quando comparado 

com a técnica comumente utilizada, HPLC. Esta plataforma possibilita também a obtenção 

tanto do perfil metabólico de alta resolução como um rápido “Fingerprinting” de extratos 

vegetais (Eugster et al., 2011; Guillaume et al., 2009; Wolfender et al., 2010; Zhua et al., 

2010). O analisador de massas por tempo de vôo (TOF) possui alta resolução, que está 

diretamente relacionado com o comprimento da trajetória de vôo. Os íons são separados de 

acordo com seu tempo de chegada ao detector (os de menor massa chegam antes), e existem 

instrumentos lineares e não lineares (maior trajetória do íon). A Espectrometria de Massas de 

Alta Resolução (HRMS) realiza medições precisas de m/z, com capacidade de gerar a formula 

molecular, além de permitir a diferenciação de íons moleculares com a mesma m/z nominais 

em espectros de baixa resolução (Jarmusch & Cooks, 2014; Ernst et al., 2014). 

 Os dados obtidos durante a análise dos extratos etanólicos brutos (EBBs) confirmam a 

grande semelhança e complexidade entre os perfis químicos de ambos os locais de coleta. 

Abaixo são comparados os resultados entre os EEBs para evidenciar a semelhança entre as 

amostras analisadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41 – Comparação dos perfis químicos através da análise pela 

técnica UPLC-TOF-MS do EEB dos ramos. 

Juréia 

Caraguatatuba 
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 A análise do perfil metabólico em UPLC-TOF foi realizada com os extratos etanólicos 

brutos (EEBs) e os extratos HEX, DCM e AcOEt para obter e comparar os perfis, porém 

somente o perfil do extrato DCM será apresentado a seguir. Com estes resultados é possível 

utilizar a técnica de desreplicação para encontrar e identificar nos extratos em DCM de 

Caraguatatuba os mesmos biomarcadores presentes e identificados nos extratos em DCM da 

Juréia, assim como compostos já identificados no gênero Conchoparpus e na espécie em 

estudo. 

 

 

 

Figura 42 – Comparação dos perfis metabólicos através da análise pela 

técnica UPLC-TOF-MS do EEB das folhas.  

Juréia 

Caraguatatuba 
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Figura 43 – Resultado obtido através da análise pela técnica UPLC-TOF-MS do extrato DCM dos ramos, coletados na E.E Jureia-Itatins. Coluna 

Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm d.i., 1,7 m). Equipamento Acquity UPLC-TOF-MS (Waters), fluxo 460L/min. 



67 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44 – Resultado obtido através da análise pela técnica UPLC-TOF-MS do extrato DCM dos ramos, coletados no Núcleo Caraguatatuba. 

Coluna Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm d.i., 1,7 m). Equipamento Acquity UPLC-TOF-MS (Waters), fluxo 460L/min. 
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Figura 45 – Resultado obtido através da análise pela técnica UPLC-TOF-MS do extrato DCM das folhas, coletadas na E.E Jureia-Itatins. Coluna 

Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm d.i., 1,7 m). Equipamento Acquity UPLC-TOF-MS (Waters), fluxo 460L/min. 
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Figura 46 – Resultado obtido através da análise pela técnica UPLC-TOF-MS do extrato DCM das folhas, coletadas no Núcleo Caraguatatuba. 

Coluna Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm d.i., 1,7 m). Equipamento Acquity UPLC-TOF-MS (Waters), fluxo 460L/min. 
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 Os dados obtidos durante a análise dos extratos DCM de ramos e folhas da Jureia pela 

técnica UPLC-TOF-MS foram comparados com aqueles presentes na literatura para as 

substâncias já descritas na espécie C. fontanesianus e na família Rutaceae. A partir de tal 

procedimento pode-se identificar nos ramos a presença de diversos adutos, inicialmente no 

tempo de retenção 10,8 min no modo positivo ([M+H]
+
), m/z 236,1069), como sendo o 

alcaloide 2-fenil-1-metil-4-quinolona. Outro aduto no tempo de retenção 11,7 min no modo 

positivo ([M+H]
+
), m/z 260,0920), como sendo alcaloide esquimianina; também no modo 

positivo e no tempo de retenção 12,05 min ([M+H]
+
), m/z 230, 0816), o alcaloide -fagarina; e 

no tempo de retenção 13,1 min no modo positivo ([M+H]
+
), m/z 200,0712), o alcaloide 

dictaminina. Estes metabólitos são descritos como biomarcadores da família Rutaceae e foram 

previamente identificados na espécie C. fontanesianus (Biavatti, et al., 2002; 

Wattanapiromsakul et al., 2003; Ambrozin et al., 2005; Cortez et al., 2006; Ambrozin et al., 

2008; Cabral et al., 2011). Os resultados que levaram a identificação dos compostos 

detectados estão ilustrados na Tabela 11 (Figura 47). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47 – Ilustração das estruturas químicas dos alcaloides 2-

fenil-1-metil-4-quinolona (1), esquimianina (2), -fagarina (3) e 

dictaminina (4), metabólitos detectados no extrato DCM dos 

ramos de C. fontanesinaus através da técnica UPLC-TOF-MS. 
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 Através dos resultados obtidos não foi possível identificar os demais compostos 

presentes no extrato DCM dos ramos e folhas (Jureia) de C. fontanesianus. Com o objetivo de 

identificar os demais constituintes foi planejado o isolamento utilizando-se a técnica de 

cromatografia líquida de média pressão (MPLC) do extrato em DCM dos ramos dos 

indivíduos coletados na E.E.Jureia-Itatins. O extrato em DCM dos ramos (Jureia) foi 

selecionado por possuir maior complexidade química, e porque o curto tempo de trabalho 

permite somente a purificação/isolamento de um único extrato. 

 

5.9. Purificação do extrato em DCM por MPLC-UV 

 Com a finalidade de ampliar o conhecimento acerca dos constituintes produzidos e 

acumulados no metabolismo secundário de C. fontanesianus, e também isolar os constituintes 

presentes no perfil cromatográfico onde há atividade antifúngica, 6 g do extrato em DCM dos 

ramos do material vegetal coletado no Núcleo Arpoador da EEJI foram submetidos à 

separação cromatográfica em larga escala através da técnica MPLC-UV. As condições de 

separação analítica obtida através da técnica de HPLC-DAD foram transferidas para 

cromatografia preparativa MPLC-UV como apresentado na Figura 48 a seguir (Challal et al., 

2015). A separação foi realizada com fase móvel composta por água e metanol nas bombas A 

e B respectivamente, ambas contendo 0,1% de AF. Através deste procedimento foram obtidas 

91 frações. 

 

 

 

Tabela 11 – Dados obtidos na detecção dos alcaloides presentes no extrato DCM dos 

ramos (Jureia) de C. fontanesianus através da técnica UPLC-TOF-MS. 

Composto Tempo de Fórmula Modo de m/z m/z Desvio

retenção (min) molecular ionização experimental teórico (ppm)

2-fenil-1-metil-4-quinolona 10,8 C16H 13NO ESI+ ([M+H]+) 236,1069 236,1075 -2,5

Esquimianina 11,7 C14H 13NO4
ESI+ ([M+H]+) 260,0920 260,0923 -1,2

-fagarina 12,05 C13H 11NO3 ESI+ ([M+H]+) 230,0816 230,0817 -0,4

Dictaminina 13,1 C12H 9NO2 ESI+ ([M+H]+) 200,0712 200,0711 0,4
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 Para a determinação da composição química das frações obtidas, estas foram 

analisadas por HPLC-DAD e HPLC-DAD-MS. O resultado destas análises demonstrou que 

dentre as 91 frações, 3 apresentavam compostos puros. As frações Fr 8 (7,3 mg), Fr 20 (57,7 

mg) e a Fr 68 (43,8 mg). Estas frações foram analisadas pelas técnicas de espectrometria de 

massas de alta resolução (HRMS) e ressonância magnética nuclear mono e bidimensionais 

(NMR 1 e 2D), o que resultou na completa caracterização dos compostos. 

 

5.10. Elucidação estrutural dos compostos isolados do extrato em DCM-RJ diretamente 

do fracionamento por MPLC-UV 

 

Fração 8 

 O composto presente na Fração 8 (7,3 mg), apresentou-se sólido amorfo, incolor e 

solúvel em MeOH. A análise por UPLC-TOF no modo positivo ([M+H]
+
) para esta fração 

Figura 48 – Ilustração da transposição das análises de HPLC do extrato DCM analítico 

para MPLC preparativo. 

HPLC – Zeoprep C18, 15-25 m, 4.6 x 250 mm I.D. 

MPLC – Zeoprep C18, 15-25 m, 49 x 920 mm I.D. 

 = 254nm 

 = 242nm / 254nm 

91 frações 

Inj. 50 g 

Inj. 6 g 
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apresentou pico em m/z 348,1093, compatível com a fórmula molecular C17H17NO7 (ppm = 

2,9) (Figura 49). 

 Os espectros de NMR de 
1
H e 

13
C (Tabela 12) apresentam sinais condizentes com a 

fórmula molecular gerada pela análise por HRMS. Esta observação foi obtida com base nos 

espectros de NMR de 
13

C, que apresentou 17 sinais. Os sinais nas análises de NMR de 
13

C em 

campos baixos a C(ppm) 170,1 e 169,9 sugerem a presença de dois grupos amida CO, 

confirmadas através das análises de NMR de 
1
H que apresentaram sinais na região de 

hidrogênios aromáticos, com a presença de um anel aromático tetrasubstituido em 1,3,4,5, 

com H(ppm) 7,33 (s, H-2’) e 7,33 (s; H-6’). Estes dois átomos de hidrogênio mostraram 

possuir correlação com o grupo amida CO em C(ppm) 169,9 (C-7’) através de análise por 

gHMBC. Um segundo anel aromático 1,3,4-trisubstituido pode ser inferido também através 

da analise de NMR de 
1
H com H(ppm) 7,55 (m, H-2), 7,55 (m, H-6) e 6,83 (d; J=8,6, H-5), 

com seus hidrogênios em C-2 e C-6 mostrando correlação com um grupo amida CO em 

C(ppm) 170,1 (C-7) através de análise por gHMBC. Os demais sinais obtido através da 

análise de NMR de 
13

C apresentam sinais que sugerem a presença de cinco átomos de 

carbonos aromáticos ligados a oxigênios, que podem ser observados em C(ppm) 152,8 (C-

4), 148,8 (C-3’ e C-5’), 148,5 (C-3) e 142,3 (C-4’). Os sinais a C(ppm) 56,7 (C-3’ e C-5’) e 

56,3 (C-3) foram atribuídos a 3 grupos metoxila (MeO). Os átomos de hidrogênios a H(ppm) 

3,89 (s) presente nos 3 grupos MeO a C(ppm) 56,7 (2C) e 56,3 mostraram correlação com os 

átomos de carbono C-3’, C-5’ e C-3, respectivamente. Provavelmente os átomos de carbonos 

aromáticos a C(ppm) 152,8 (C-4) e 142,3 (C-4’) indicam a presença de grupos hidroxilas 

ligados. Estas afirmações foram confirmadas através dos experimentos APT, gCOSY, 

gHMBC e gHSQC. A comparação destes resultados com os dados da literatura levaram à 

identificação do composto presente na Fração 8 como sendo a amida polifenólica 4-hidroxi-

N-(4-hidroxi-3-metoxibenzoil)-3,5-dimetoxibenzamida, também conhecida como 

dimorfamida C (composto 1) (Figura 55), encontrada pela primeira vez na espécie Atriplex 

dimorphostagia (Karim et al., 2011). Esta é a primeira vez que este tipo de amida polifenólica 

é descrito em espécies da família Rutaceae. 
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Figura 49 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração 08, identificado como a amida polifenólica 

dimorfamida C (1). 
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Figura 50 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) da amida polifenólica dimorfamida C (1). 
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Figura 51 – Mapa de contorno gCOSY da dimorfamida C (1). 
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Figura 52 – Espectro de NMR APT de 
13

C (125 MHz, CD3OD) da dimorfamida C (1). 
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Figura 53 – Mapa de contorno gHSQCAD da dimorfamida C (1). 
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Figura 54 – Mapa de contorno gHMBC da dimorfamida C (1). 
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Fração 20 

 O composto presente na fração 20 (57,7 mg), apresentou-se como um óleo amarelo 

solúvel em MeOH. Esta fração foi caracterizada por métodos espectroscópicos (NMR) e 

espectrométricos (UPLC-TOF-MS) (Figura 56). A Tabela 13 abaixo apresenta os resultados 

obtidos por NMR. 

Figura 55 – Estrutura da amida dimorfamida C 

(1), isolada dos ramos de C. fontanesianus. 

Tabela 12 – Dados de NMR de 
1
H (500 MHz) e 

13
C (125 MHz) para a dimorfamida 

C (1, em CD3OD), e os dados presentes na literatura. 

 

H
a C H

a C

(mb; J C) (ppm) (mb; J C) (ppm)

1 - 125.4 - 123.1

2 7.55 (s) 113.7 7.55 (d; 2.0) 113.8

3 - 148.5 - 148.6

4 - 152.8 - 152.6

5 6.83 (d; 8.6) 115.8 6.81 (d; 8.5) 115.8

6 7.52 (s) 130.2 7.53 (dd; 2.0, 8.5) 125.2

7 - 170.1 - 170.0

1' - 125.2 - 122.0

2' 7.33 (s) 108.3 7.32 (s) 108.3

3' - 148.8 - 148.8

4' - 142.3 - 141.8

5' - 148.8 - 148.8

6' 7.33 (s) 108.3 7.32 (s) 108.3

7' - 169.9 - 169.9

Me O-C (3) 3.89 (s) 56.3 3.88 (s) 56.4

Me O-C (3') 3.89 (s) 56.7 3.87 (s) 56.8

Me O-C (5') 3.89 (s) 56.7 3.87 (s) 56.8

cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Posição

Composto 1 (Dimorfamida C) Literatura(*)

aDeslocamentos químicos em ppm () (*) Karim et al. , 2011
bMultiplicidade (m)
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 A análise por UPLC-TOF no modo positivo ([M+H]
+
) apresentou pico em m/z 

314,1393 para esta fração, compatível com a fórmula molecular C18H19NO4 (ppm = 0,3), 

consonante com a estrutura da amida N-trans-feruloiltiramina (moupinamida, composto 4) 

(Figura 55). Esta proposição foi confirmada pela comparação dos dados aqui obtidos, com os 

presentes na literatura (Amaro et al., 2014; Al-Taweel et al., 2012). Esta amida já foi descrita 

anteriormente em trabalho realizado por Cortez et al. (2009) na espécie Conchocarpus 

guaudichaudianus (Cortez et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 55 – Estrutura da amida N-trans-feruloiltiramina 

(moupinamida, 4), isolada dos ramos de C. fontanesianus. 

Tabela 13 – Dados de NMR de 
1
H (500 MHz) e 

13
C (125 MHz) para a moupinamida (4, 

em CD3OD), e os dados presentes na literatura. 

Literatura(*)

H
a C H

a
H

a C

(mb; J C) (ppm) (mb; J C) (mb; J C) (ppm)

1 - 128.2 - - 128.2

2 7.11 (d; 1.9) 111.5 7.10 (d; 2.0) 7.13 (d; 1.2) 111.5

3 - 149.2 - - 149.3

4 - 149.8 - - 149.8

5 6.79 (d; 8.2) 116.4 6.79 (d; 8.2) 6.81 (d; 8.5) 116.4

6 7.02 (dd; 8.2, 1.9) 123.2 7.0 (dd; 8.2, 2.0) 7.04 (dd; 8.5, 1.2) 123.2

7 7.43 (d; 15.6) 142.0 7.43 (d; 15.6) 7.44 (d; 15.5) 142.0

8 6.40 (d; 15.6) 118.7 6.40 (d; 15.6) 6.41 (d; 15.5) 118.7

9 - 169.1 - - 169.2

10 (NH) 8.03 (t; 5.8) - - - -

11 3.46 (t; 7.3) 42.5 3.46 (dd; 7.2, 6.5) 3.47 (t; 7.5) 42.5

12 2.75 (t; 7.3) 35.8 2.75 (dd; 7.1, 7.5) 2.76 (t; 7.5) 35.8

13 - 131.2 - - 131.3

14 7.05 (d; 8.4) 130.7 7.05 (d; 6.8) - 130.7

15 6.72 (d; 8.4) 116.2 6.72 (d; 7.2) 6.73 (d; 8.4) 116.2

16 - 156.9 - - 156.9

17 6.72 (d; 8.4) 116.2 6.72 (d; 7.2) 6.73 (d; 8.4) 116.2

18 7.05 (d; 8.4) 130.7 7.05 (d; 6.8) 7.07 (d; 8.4) 130.7

Me O-C (3) 3.88 (s) 56.3 - 3.85 (s) 56.4

cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Literatura(**)

Al-Taweel et al. , 2012(**) 

bMultiplicidade (m)

Composto 4 (Moupinamida)

Posição

aDeslocamentos químicos em ppm () Amaro et al. , 2014(*) 
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Figura 56 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração 20, identificado como a amida N-trans-

feruloiltiramina (moupinamida, 4). 
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Figura 57 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) da amida N-trans-feruloiltiramina (moupinamida, 4). 
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Figura 58 – Mapa de contorno gCOSY da amida N-trans-feruloiltiramina (moupinamida, 4). 
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Figura 59 – Espectro de NMR APT de 
13

C (125 MHz, CD3OD) da amida N-trans-feruloiltiramina (moupinamida, 4). 
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Figura 60 – Mapa de contorno gHSQCAD (em CD3OD) da amida N-trans-feruloiltiramina (moupinamida, 4). 
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Figura 61 – Mapa de contorno gHMBC da amida N-trans-feruloiltiramina (moupinamida, 4). 
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Esta amida já foi descrita em diversas plantas, como portadora de atividades biológicas 

(Tabela 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fração 68 

 O composto presente na Fração 68 (43,8 mg) foi obtido como um sólido amorfo, 

solúvel em MeOH. Esta fração foi caracterizada por métodos espectroscópicos (NMR) e 

espectrométricos (UPLC-TOF-MS) (Figura 62). 

 A análise desta substância por UPLC-TOF-MS no modo positivo ([M+H]
+
) apresentou 

pico em m/z 258,1133, compatível com a formula molecular C15H15NO3 (ppm = 1,2). Com 

base nos resultados obtidos neste estudo e por comparação com os dados presentes na 

literatura, foi possível propor a identificação desta substância, como o alcaloide do tipo 

quinolônico 2,6-dihidro-7-metoxi-2,2-dimetil-5H-pirano[3,2c]quinolin-5-ona (7-

metoxiflindersina, composto 19) (Figura 68), aqui descrito pela primeira vez para o gênero 

Conchocarpus. A Tabela 15 apresenta os dados de NMR para o composto 19 e os dados 

encontrados na literatura para a 7-metoxiflindersina (Hifnawy et al., 1977; Jackson et al., 

1990). 

Tabela 14 – Espécies que acumulam moupinamida (4) e suas respectivas atividades 

biológicas. 

Espécie Atividade Referência

Smilax aristolochiifolia , Smilacaceae Hipoglicêmica e hipotensiva Amaro et al. , 2014

Neolitsea aciculata , Lauraceae Inibidora da enzima tirosinase Kim et al. , 2013

Acorus gramineus , Acoraceae Anticâncer e anti-inflamatória Kim et al. , 2012

Celtis africana , Cannabaceae Citotóxica, anti-inflamatória e iache Al-Tawee et al. , 2012

Synsepalum dulcificum , Sapotaceae Antimelanogênica, inibe a enzima

tirosinase

Wang et al. , 2011

Erycibe hainanesis , Convolvulaceae Hepatoprotetora Song et al. , 2010

Peperomia duclouxii , Piperaceae Citotoxicidade Li et al. , 2007

Beta vulgaris , Chenopodiaceae Inibidor da sintese de NO Kim et al. , 2003



89 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 62 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração 68, identificado como o alcaloide 7-metoxiflindersina 

(19). 
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Figura 63 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) da amida 7-metoxiflindersina (19). 
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Figura 64 – Mapa de contorno gCOSY da 7-metoxiflindersina (19). 
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Figura 65 – Espectro de NMR APT de 
13

C (125 MHz, CD3OD) da 7-metoxiflindersina (19). 
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Figura 66 – Mapa de contorno gHSQCAD da 7-metoxiflindersina (19). 
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Figura 67 – Mapa de contorno gHMBC da 7-metoxiflindersina (19). 
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 A 7-metoxiflindersina (ou 8-metoxiflindersina) é acumulada em diversas espécies de 

Rutaceae, principalmente no gênero Zanthoxyllum (Brader et al., 1992; Stermitz et al., 1977). 

Também é encontrada em Andreadoxa flava, Neouraputia paraenses, Teclea nobilis e 

Figura 68 – Estrutura do alcaloide 7-metoxiflindersina 

(19), isolado dos ramos de C. fontanesianus. 

Tabela 15 – Dados de NMR de 
1
H (500 MHz) e 

13
C (125 MHz) para o alcaloide 7-

metoxiflindersina (19, em CD3OD), e os dados presentes na literatura. 

Literatura(*)

H
a C H

a
H

a C

(mb; J C) (ppm) (mb; J C) (mb; J C) (ppm)

1 - - - - -

2 - 80.5 - - 78.9

3 5.66 (d; 10.0) 128.0 5.50 (d; 10) 5.50 (d; 11) 126.0

4 6.62 (d; 10.0) 117.4 6.7 (d; 10) 6.68 (d; 11) 117.2

5 (C=O) - 162.7 - - 160.4

6 (NH) 8.35 (s) - 8.9 (s) 8.93 (s) -

7 - 147.6 - - 145.3

8 7.15 (dd; 8.0, 1.2) 112.0 7.25 (m) 6.93 (dd; 9.0, 2.8) 110.0

9 7.20 (t; 8.0) 123.5 6.93 (m) 7.09 (dd; 9.0, 9.0) 121.4

10 7.47 (dd; 8.0, 1.2) 115.1 7,45 (m) 7.45 (dd; 9.0, 2.8) 114.2

11 - 116.8 - - 115.5

12 - 129.1 - - 127.8

13 - 106.8 - - 106.2

14 - 158.9 - - 156.8

Me  (15) 1.54 (s) 28.4 1.5 (s) 1.5 (s) 28.2

Me  (16) 1.54 (s) 28.4 1.5 (s) 1.5 (s) 28.2

Me O-C (7) 4.00 (s) 56.6 3.97 (s) 3.93 (s) 55.9

bMultiplicidade (m)
cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Posição

Composto 19 (7-metoxiflindersina) Literatura(**)

aDeslocamentos químicos em ppm () Hifnawy et al. , 1977(*) Jackson et al. , 1990(**) 
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Myrtopsis macrocarpa (Santana et al., 2006; Moraes et al., 2003; Al-Rehaily et al., 2003; 

Hifnawy et al., 1977). 

 

5.11. Análise das frações restantes obtidas por fracionamento do extrato em DCM 

(ramos Jureia). 

 As demais frações obtidas por fracionamento do extrato DCM dos ramos dos 

indivíduos coletados na EEJI foram analisados por HPLC-DAD. Aquelas que possuíam perfil 

cromatográfico semelhante foram agrupadas resultando em 20 novas frações (A-T) conforme 

ilustrado na Tabela 17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 As frações selecionadas para o processo de purificação foram as que se apresentaram 

mais interessantes dos pontos de vista cromatográfico e espectroscópico, além daquelas com 

atividade contra Candida albicans (perfil cromatográfico em HPLC-DAD). Devido à escassez 

de estudos sobre a espécie C. fontanesianus quanto maior o número de compostos 

identificados, maior a contribuição para o conhecimento da espécie e do gênero 

Conchocarpus. A Tabela 18 mostra as frações selecionadas para o processo de purificação, 

suas respectivas massas, modos de eluição, vazão, tipo de coluna utilizada e número de 

frações enviadas para análise pelas técnicas NMR mono e bidimensionais. 

 

Fração Agrupamento* Massa (mg) Fração Agrupamento* Massa (mg)

A 1+7 373,6 L 48+51 95,1

B 9+11 110,8 M 52+55 156,4

C 12+19 156,6 N 56+59 198,6

D 21+23 129,1 O 60+63 251,1

E 24+28 145,5 P 64+67 219,8

F 29+30 55,5 Q 69+71 129,9

G 31+35 125,3 R 72+77 295,5

H 36+39 89,7 S 78+80 354,9

I 40+41 46,0 T 81+84 208,1

J 42+44 113,1 U 85 45,5

K 45+47 98,5 V 86+91 324,7

*Grupo de frações reunidas

Tabela 17 – Agrupamento das frações obtidas através do processo de 

fracionamento do extrato em DCM ramos (Juréia). 
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 Para obter informações sobre a composição química das frações obtidas, estas foram 

analisadas por HPLC-DAD e UPLC-TOF-MS. Os resultados destas análises mostraram que 

18 destas frações eram compostas por substâncias puras. A caracterização destes compostos é 

feita a seguir. 

 

Fração C-1 

 O composto presente na Fração C-1 (3,1 mg) foi obtido como um sólido amorfo e 

solúvel em MeOH. Esta fração foi caracterizada por métodos espectroscópicos (NMR) e 

espectrométricos (UPLC-TOF-MS). 

 A análise por UPLC-TOF-MS no modo positivo ([M+H]
+
) apresentou pico em m/z 

419,1716, compatível com a fórmula C22H26O8 (ppm = 2,4) (Figura 76). O alfa-D para esta 

fração apresentou valor de – 9,6 (c 1,0; MeOH). Pela comparação dos dados obtidos com 

aqueles presentes na literatura foi possível caracterizar o composto presente na Fração C-1 

como a lignana (-)-siringaresinol (composto 5) (Monterio et al., 2007; Das et al., 1999). Esta 

Tabela 18 – Ilustração do processo de purificação das frações do extrato em DCM-RJ 

através da técnica HPLC-UV-preparativo. 

Massa Modo de Tempo Vazão Frações analisadas

(mg) eluição (min) (mL/min)  por NMR

C* 3,1 isocrático 36% MeOH 42 10 C-1

D* 2,7 isocrático 34% MeOH 38 10 D-1

E* 17,2 isocrático 30% MeOH 45 10 E-1

1,7 E-2

F* 5,2 isocrático 28% MeOH 39 10 F-1

J* 12,4 isocrático 42% MeOH 52 10 J-1

4,1 J-2

4,9 J-3

4,1 J-4

M* 19,2 isocrático 40% MeOH 55 10 M-1

2,5 M-2

8,8 M-3

5,4 M-4

O* 4,1 isocrático 50% MeOH 40 10 O-1

S** 25,9 Gradiente linear, 47 5 S-1

4,3 35 a 55% AcOEt S-2

U** 4,6 Gradiente linear, 36 5 U-1

3,1 20 a 32% AcOEt U-2

Fração

*Purificadas em coluna de Fase Reversa (RP) Sistema de Eluição: MeOH-H2O (+ 0,1% FA)

**Purificadas em coluna de Fase Normal (NP) Sistema de Eluição: AcOEt-Hex
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é a primeira descrição deste metabólito no gênero Conchocarpus. Na Tabela 19 estão 

ilustradas algumas espécies que acumulam este metabólito e algumas atividades biológicas 

apresentadas. Os dados obtidos por NMR estão ilustrados na Tabela 20. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espécie Atividade Referência

Simira glaziovii , Rubiaceae Araújo et al. , 2012

Daphne genkwa , Thymelaeaceae Anticâncer Park et al. , 2008

Rhus javanica , Anacardiaceae Antiviral Ouyang et al. , 2007

Sasa borealis , Poaceae Anticancêr Jeong et al. , 2007

Caesalpinia pyramidalis , Fabaceae Bahia et al. , 2005

Leptadenia arborea , Apocynaceae
Inibidor da 

acetilcolinesterase
El-Hassan et al. , 2003

Holacantha emoryi , Simaroubaceae Stöcklin et al. , 1969

Tabela 19 – Espécies que acumulam a lignana (-)-siringaresinol (5) e suas 

respectivas atividades biológicas (quando relatadas). 

Figura 69 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração C-1, 

identificado como a lignana (-)-siringaresinol (5). 
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Figura 70 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) da lignana (-)-siringaresinol (5). 
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Figura 71 – Mapa de contorno gCOSY do (-)sirigaresinol (5). 
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Figura 72 – Mapa de contorno NOESY do (-)-siringaresinol (5). 
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Figura 73 – Espectro de NMR APT de 
13

C (125 MHz, CD3OD) do (-)-siringaresinol (5). 
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Figura 74 – Mapa de contorno gHSQCAD do (-)-siringaresinol (5). 
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Figura 75 – Mapa de contorno gHMBC do (-)-siringaresinol (5). 
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Figura 76 – Estrutura da lignana (-)-

siringaresinol (5), isolada dos ramos de C. 

fontanesianus. 

Tabela 20 – Dados de NMR de 
1
H (500 MHz) e 

13
C (125 MHz) para a lignana (-)-

siringaresinol (5, em CD3OD), e os dados presentes na literatura. 

Literatura*

H
a C H

a
H

a C

(mb; J C) (ppm) (mb; J C) (mb; J C) (ppm)

1 - 133.1 - - 134.7

2 6.66 (s) 104.5 6.52 (s) 6.59 (s) 103.6

3 - 149.3 - - 147.9

4 - 136.2 - - 131.4

5 - 149.3 - - 147.9

6 6.66 (s) 104.5 6.52 (s) 6.59 (s) 103.6

7 4.72 (d; 4.2) 87.6 4.68 (d; 4.0) 4.61 (d; 4.0) 85.3

8 3.15 (dd; 4.6, 3.9) 55.5 3.09 (m) 3.04 (m) 53.6

9 4.27 (dd; 9.0, 7.0) 72.7 4.23 (dd; 9.0, 7.0) 4.15 (dd; 7.0, 5.0) 71.0

1' - 133.1 - - 134.7

2' 6.66 (s) 104.5 6.52 (s) 6.59 (s) 103.6

3' - 149.3 - - 147.9

4' - 136.2 - - 131.4

5' - 149.3 - - 147.9

6' 6.66 (s) 104.5 6.52 (s) 6.59 (s) 103.6

7' 4.72 (d; 4.2) 87.6 4.68 (d; 4.0) 4.61 (d; 4.0) 85.3

8' 3.15 (dd; 4.6, 3.9) 55.5 3.00 (m) 3.04 (m) 53.6

9' 3.89 (dd; 9.0, 3.3) 72.7 3.87 (dd; 9.0, 4.0) 3.77 (dd; 7.0, 3.5) 71.0

Me O-C (3) 3.85 (s) 56.8 3.9 (s) 3.75 (s) 56.0

Me O-C (5) 3.85 (s) 56.8 3.9 (s) 3.75 (s) 56.0

Me O-C (3') 3.85 (s) 56.8 3.9 (s) 3.75 (s) 56.0

Me O-C (5') 3.85 (s) 56.8 3.9 (s) 3.75 (s) 56.0

bMultiplicidade (m)
cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Posição

Composto 5 (siringaresinol) Literatura**

aDeslocamentos químicos em ppm () Das, et al. , 1999* Monteiro et al. , 2007**
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Fração D-1 

 O composto presente na Fração D-1 (2,7 mg) foi obtido como um óleo amarelo, 

solúvel em MeOH. Esta fração foi caracterizada por métodos espectroscópicos (NMR) e 

espectrométricos (UPLC-TOF-MS). A Tabela 22 apresenta os resultados obtidos por NMR. 

 A análise por UPLC-TOF-MS no modo positivo ([M+H]
+
) apresentou pico em m/z 

314,1392, compatível com a fórmula C18H19NO4 (ppm = 0,0), consonante com a fórmula da 

amida N-cis-feruloiltiramina (composto 2) (Figura 77). A hipótese foi confirmada pela 

comparação dos dados aqui obtidos, com os presentes na literatura (King & Calhoun, 2005; 

Chang et al., 2001). Esta é a primeira descrição desta amida na família Rutaceae. A Tabela 

21 apresenta espécies que acumulam a amida N-cis-feruloiltiramina e algumas de suas 

atividades biológicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 21 – Espécies que acumulam a amida N-cis-feruloiltiramina e suas 

respectivas atividades biológicas (quando relatadas). 

Espécie Atividade Referência

Synsepalum dulcificum , 

Sapotaceae

Antimelanogênica, inibidor 

da enzima tirosinase

Wang et al. , 2011

Solanum tuberosum , 

Solanaceae

King & Calhoun, 2005

Beta vulgaris , 

Chenopodiaceae

Inibidor da sintese de NO Kim et al. , 2003

Lindera glauca , Lauraceae Chang et al. , 2001

Tinospora tuberculata , 

Menispermaceae

Fukuda et al. , 1983

Capsicum annuum , 

Solanaceae

Yoshihara et al. , 1981
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Figura 78 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração D-1, 

identificado como a amida N-cis-feruloiltiramina (2). 

 

Figura 77 – Estrutura da amida N-cis-feruloiltiramina 

(2), isolada dos ramos de C. fontanesianus. 
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Figura 79 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) da amida N-cis-feruloiltiramina (2). 
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Figura 80 – Comparação entre os espectros de NMR 
1
H da amida N-cis-Feruloiltiramina. A - composto isolado do extrato DCM RJ; B - espectro da 

amida N-cis-Feruloiltiramina consultado na literatura (King & Calhoun, 2005). 
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Figura 81 – Mapa de contorno gCOSY da N-cis-feruloiltiramina (5). 
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Figura 82 – Mapa de contorno NOESY da N-cis-feruloiltiramina (2). 
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Fração E-1 

 O composto presente na fração E-1 (17,2 mg) foi obtido como um sólido amorfo, 

solúvel em MeOH. Esta fração foi caracterizada por métodos espectroscópicos (NMR) e 

espectrométricos (UPLC-TOF-MS). A Tabela 23 abaixo apresenta os resultados obtidos por 

NMR. 

 A análise por espectrometria de massas de alta resolução (HRMS) no modo positivo 

([M+H]
+
) apresentou pico em m/z de 284,1289, compatível com a fórmula C17H17NO3 (ppm 

= 0,7), o que corrobora com a estrutura proposta, a amida N-trans-cumaroiltiramina 

(paprazina, composto 3) (Figura 89). A identificação foi confirmada através da comparação 

dos dados espectrais obtidos com os presentes na literatura (Treeratanapiboon et al., 2011). 

Esta amida já foi descrita anteriormente na espécie Conchocarpus gaudichaudianus (Cortez et 

al., 2009). A Tabela 24 apresenta espécies onde a amida paprazina é acumulada e algumas 

atividades biológicas relatadas. 

Tabela 22 – Dados de NMR de 
1
H (500 MHz) para a amida N-cis-feruloiltiramina (2, em 

CD3OD), e os dados presentes na literatura. 

Composto 2 (N-cis- feruloiltiramina) Literatura* Literatura**

H
a

H
a

H
a

(mb; J C) (mb; J C) (mb; J C)

1 - - -

2 7.36 (s) 7.36 (d; 2.0) 7.88 (s)

3 - - -

4 - - -

5 6.73 (d; 8.1) 6.73 (d; 8.0) 6.77 (d; 8.2)

6 6.93 (dd; 8.1, 1.7) 6.92 (dd; 8.0, 2.0) 7.11 (dd; 8.2, 2.0)

7 6.61 (d; 12.6) 6.62 (d; 12.6) 6.53 (d; 12.9)

8 5.81 (d; 12.6) 5.81 (d; 12.6) 5.82 (d; 12.9)

1' - - -

2' 7.00 (d; 8.4) 7.00 (d; 8.4) 7.03 (d; 8.6)

3' 6.69 (d; 8.4) 6.68 (d; 8.4) 6.74 (d; 8.6)

4' - - -

5' 6.69 (d; 8.4) 6.68 (d; 8.4) 6.74 (d; 8.6)

6' 7.00 (d; 8.4) 7.00 (d; 8.4) 7.03 (d; 8.6)

7' 2.69 (t; 7.4) 2.67 (t; 7.7) 2.71 (t; 7.5)

8' 3.40 (m) 3.40 (t, 7.7) 3.42 (m)

Me O-C (3) 3.83 (s) 3.83 (s) 3.83 (s)
aDeslocamentos químicos em ppm () King & Calhoun, 2005**
bMultiplicidade (m)
cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Posição

Chang, et al. , 2001*
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Figura 84 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) da amida paprazina (3). 

Figura 83 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração E-1, 

identificado como a amida paprazina (3). 
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Figura 85 – Mapa de contorno gCOSY da amida paprazina (3). 

Figura 86 – Espectro de NMR APT de 
13

C (125 MHz, CD3OD) da amida paprazina (3). 
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Figura 87 – Mapa de contorno gHSQCAD da amida paprazina (3). 

Figura 88 – Mapa de contorno gHMBC da amida paprazina (3). 
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Figura 89 – Estrutura da amida paprazina (3), 

isolada dos ramos de C. fontanesianus. 

Tabela 23 – Dados de NMR de 
1
H (500 MHz) e 

13
C (125 MHz) para a 

amida paprazina (3, em CD3OD), e os dados presentes na literatura. 

H
a C H

a C

(mb; J C) (ppm) (mb; J C) (ppm)

1 - 131.3 - 131.2

2 7.05 (d; 8.4) 130.7 7.04 (d; 8.5) 130.6

3 6.72 (d; 8.4) 116.2 6.72 (d; 8.5) 116.2

4 - 156.9 - 156.7

5 6.72 (d; 8.4) 116.2 6.72 (d; 8.5) 116.2

6 7.05 (d; 8.4) 130.7 7.04 (d; 8.5) 130.6

7 2.75 (t; 7.3) 35.8 2.75 (t; 7.4) 35.7

8 3.46 (t; 7.3) 42.5 3.46 (t; 7.4) 42.4

1' - 127.7 - 127.6

2' 7.40 (d; 8.6) 130.5 7.39 (d; 8.6) 130.4

3' 6.79 (d; 8.6) 116.7 6.78 (d; 8.6) 116.6

4' - 160.5 - 160.3

5' 6.79 (d; 8.6) 116.7 6.78 (d; 8.6) 116.6

6' 7.40 (d; 8.6) 130.5 7.39 (d; 8.6) 130.4

7' 7.44 (d; 15.6) 141.7 7.44 (d; 15.7) 141.7

8' 6.38 (d; 15.6) 118.4 6.37 (d; 15.7) 118.3

9' (C=O) - 169.2 - 169.1

cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

bMultiplicidade (m)

Posição

Composto 3 (paprazina) Literatura*

aDeslocamentos químicos em ppm () Treeratanapiboon et al. , 2011*
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Fração E-2 

 O composto presente na Fração E-2 (1,7 mg) foi obtido como um sólido amorfo e 

solúvel em MeOH. Esta fração foi caracterizada por métodos espectroscópicos (NMR) e 

espectrométricos (UPLC-TOF-MS). 

 A análise por UPLC-TOF-MS no modo positivo ([M+H]
+
) apresentou pico em m/z 

247,0972, compatível com a fórmula C14H14O4 (ppm = 0,8). Na Tabela 25 estão 

apresentados os dados de NMR de 
1
H do composto isolado e os dados de comparação com a 

literatura (Razavi et al., 2013). O alfa-D para esta fração apresentou valor de – 6,6 (c 1,0; 

MeOH). Através da comparação dos dados obtidos, com aqueles presentes na literatura foi 

possível caracterizar o composto presente na Fração E-2 como a piranocumarina linear (-)-

aegelinol (composto 6) (Figura 90). 

Tabela 24 – Espécies que acumulam a amida paprazina (3) e suas respectivas 

atividades biológicas (quando relatadas). 

Espécie Atividade Referência

Dendrobium devonianum , 

Orchidaceae

Sun et al. , 2014

Tinospora crispa , 

Menispermaceae

Anticâncer Rahman & Khan, 2013

Polyalthia cerasoides , 

Annonaceae

Treeratanapiboon et 

al. , 2011

Conchocarpus 

gaudichaudianus, Rutaceae

Cortez et al , 2009

Piper nigrum , Piperaceae Ee et al. , 2009

Piper sarmentosum , 

Piperaceae

Ee et al. , 2009

Piper umbellatum , 

Piperaceae

Antioxidante Tabopda et al. , 2008

Trema orientales , Ulmaceae Kuo et al. , 2007

Solanum indicum , 

Solanaceae

Syu et al. , 2001

Fumaria indica , 

Papaveraceae

Rahman et al. , 1992

Asimina triloba , 

Annonaceae

Citotóxica Zhao et al. , 1992

Capsicum annuum , 

Solanaceae

Yoshihara et al. , 1981

Solanum melongena , 

Solanaceae

Yoshihara et al. , 1978
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Figura 90 – Estrutura da piranocumarina linear 

aegelinol (6), isolada dos ramos de C. fontanesianus. 

Tabela 25 – Dados de NMR de 
1
H (500 MHz) para o aegelinol (6, 

em CD3OD), e os dados presentes na literatura. 

Composto 6 (aegelinol) Literatura*

H
a

H
a

(mb; J C) (mb; J C)

1 - -

2 - -

3 6.19 (d; 9.4) 6.18 (d; 9.4)

4 7.85 (d; 9.4) 7.58 (d; 9.4)

5 7.40 (s) 7.21 (s)

6 3.24 (dd; 8.7) 3.22 (dd; 6.1)

7 4.75 (t; 8.7) 4.73 (t)

8 - -

9 6.72 (s) 6.70 (s)

10 - -

11 - -

12 - -

13 - -

14 1.29 (s) 1.37 (s)

15 1.23 (s) 1.27 (s)
aDeslocamentos químicos em ppm () Razavi et al. , 2013*
bMultiplicidade (m)
cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Posição
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Figura 91 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração E-2, identificado como a piranocumarina linear (-)-

aegelinol (6). 
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Figura 92 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) da piranocumarina linear (-)-aegelinol (6). 
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Figura 93 – Mapa de contorno gCOSY do aegelinol (6). 



122 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 94 – Mapa de contorno NOESY do aegelinol (6). 
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 A Tabela 26 apresenta algumas espécies em que o aegelinol é acumulado e algumas 

atividades descritas para este composto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 O aegelinol (composto 6) é um metabólito secundário encontrado em diversas 

espécies, incluindo as da família Rutaceae, porém este é o primeiro relato no gênero 

Conchocarpus. 

 

Fração F-1 

 O composto presente na Fração F-1 (5,2 mg) foi obtido como um sólido amorfo e 

solúvel em MeOH. Esta fração foi caracterizada por métodos espectroscópicos (NMR) e 

espectrométricos (UPLC-TOF-MS). 

 A análise por UPLC-TOF-MS no modo positivo ([M+H]
+
) apresentou pico em m/z 

246,0759, compatível com a fórmula C13H11NO4 (ppm = -2,8). Na Tabela 27 estão 

apresentados os dados de NMR de 
1
H do composto isolado e os dados de comparação com a 

literatura (Razakova et al., 1983). A comparação dos resultados obtidos, com aqueles 

presentes na literatura possibilitou a caracterização do composto presente na Fração F-1 como 

o alcaloide furoquinolínico 7-hidroxi-4,8-dimetoxifuranoquinolina (haplopina, composto 7) 

(Figura 98). 

Tabela 26 – Espécies que acumulam o (-)-aegelinol (6) e suas respectivas 

atividades biológicas (quando relatadas). 

Espécie Atividade Referência

Zosima absinthifolia , 

Apiaceae

Razavi et al. , 2013

Cleme viscosa , 

Capparidaceae

Almahy & Alagimi, 2012

Ferulago campestris , 

Apiaceae
Antibacteriana

Basile et al. , 2009; 

Rosselli et al. , 2009

Ferulago asparagifolia , 

Apiaceae

Alkhatib et al. , 2009

Aegle marmelos , 

Rutaceae

Chatterjee et al. , 1978
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Figura 95 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração F-1, 

identificado como o alcaloide furoquinolínico haplopina (7). 

 

Figura 96 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) do alcaloide furoquinolínico haplopina (7). 
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Figura 97 – Mapa de contorno gCOSY da haplopina (7). 

Figura 98 – Estrutura do alcaloide haplopina 

(7), isolado dos ramos de C. fontanesianus. 
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 Este alcaloide é amplamente encontrado na família Rutaceae, nos gêneros 

Haplophyllum e Zanthoxylum (Akhmedjanova et al., 2008; Jansen et al., 2005; Nazrullaev et 

al., 2001; Güzler et al., 1995; Bessone et al., 1986; Boulware et al., 1981), além de espécies 

como Melicope semecarpifolia, Dutaillyea baudouinii, Oricia suaveolens, e Skimmia 

reevesiana (Wansi et al., 2008; Tsai et al., 1995; Muyard et al., 1991; Wondimu, et al.1988; 

Wu, 1987). Existe relato para este alcaloide de atividade citotóxica e estrogênica (Jansen et 

al., 2005; Nazrullaev et al., 2001). Esta é a primeira descrição deste alcaloide no gênero 

Conchocarpus. 

 

Fração J-1 

 O composto presente na Fração J-1 (12,4 mg) foi obtido como um sólido amorfo e 

solúvel em MeOH. Esta fração foi caracterizada por métodos espectroscópicos (NMR) e 

espectrométricos (UPLC-TOF-MS). 

 A análise por UPLC-TOF-MS (Figura 99) no modo positivo ([M+H]
+
) apresentou 

pico em m/z 260,0919, compatível com a fórmula C14H13NO4 (ppm = -1,5). Na Tabela 29 

Tabela 27 – Dados de NMR de 
1
H (500 MHz) para o alcaloide 

haplopina (7, em CD3OD), e os dados presentes na literatura. 

Composto 7 (haplopina) Literatura*

H
a

H
a

(mb; J C) (mb; J C)

1 - -

2 7.73 (d; 2.7) 7.39 (d; 3.0)

3 7.30 (d; 2.7) 7.08 (d; 3.0)

4 - -

5 7.92 (d; 9.2) 7.79 (d; 9.0)

6 7.09 (d; 9.2) 7.05 (d; 9.0)

7 - -

8 - -

9 - -

10 - -

11 - -

12 - -

Me O-C (4) 3.95 (s) 3.76 (s)

Me O-C (8) 4.46 (s) 4.31 (s)
aDeslocamentos químicos em ppm () Razakova et al. , 1983*
bMultiplicidade (m)
cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Posição
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estão apresentados os dados de NMR de 
1
H do composto isolado e os dados de comparação 

com a literatura (Robertson, 1963). Por comparação dos resultados obtidos com aqueles 

presentes na literatura, foi possível caracterizar a substância presente na Fração J-1 como 

sendo o alcaloide furoquinolínico 4,7,8-trimetoxi-furo[2,3-b]quinolina (esquimianina, 

composto 9) (Figura 101).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 99 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração J-1, 

identificado como o alcaloide furoquinolínico esquimianina (9). 
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Figura 100 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) do alcaloide furoquinolínico esquimianina 

(9). 

Figura 101 – Estrutura do alcaloide esquimianina 

(9), isolado dos ramos de C. fontanesianus. 
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 Este alcaloide já havia sido identificado no extrato DCM do lenho (Jureia) através do 

procedimento de desreplicação. Este é um composto biomarcador da família Rutaceae. A 

Tabela 30 abaixo apresenta algumas espécies onde existe o acumulo deste alcaloide e 

algumas de suas atividades biológicas já descritas. Entre as atividades já descritas para este 

alcaloide destaca-se o potencial antagonista de receptores 5-hidroxitriptaminicos em animais 

(Cheng et al., 1994). Este alcaloide já havia sido isolado anteriormente na espécie 

Conchocarpus fontanesianus (Cabral et al., 2011). 

 

 

 

Tabela 29 – Dados de NMR de 
1
H (500 MHz) para o alcaloide 

esquimianina (9, em CD3OD), e os dados presentes na literatura. 

Composto 9 (esquimianina) Literatura*

H
a

H
a

(mb; J C) (mb; J C)

1 - -

2 7.75 (d; 2.7) 7.58 (d; 2.5)

3 7.31 (d; 2.7) 7.05 (d; 2.5)

4 - -

5 8.03 (d; 9.4) 8.03 (d; 9.0)

6 7.35 (d; 9.4) 7.23 (d; 9.0)

7 - -

8 - -

9 - -

10 - -

11 - -

12 - -

Me O-C (4) 3.97 (s) 4.07 (s)

Me O-C (7) 4.01 (s) 4.16 (s)

Me O-C (8) 4.48 (s) 4.46 (s)
aDeslocamentos químicos em ppm () Robertson, 1963*
bMultiplicidade (m)
cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Posição
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Fração J-2 

 O composto presente na Fração J-2 (4,1 mg) foi obtido como um sólido amorfo e 

solúvel em MeOH. Esta fração foi caracterizada por métodos espectroscópicos (NMR) e 

espectrométricos (UPLC-TOF-MS). A Tabela 31 abaixo apresenta os resultados obtidos na 

análise por NMR para esta fração. A análise por UPLC-TOF-MS no modo positivo ([M+H]
+
) 

apresentou pico em m/z 625,2572, compatível com a fórmula C36H36N2O8 (ppm = 3,5). A 

comparação dos dados obtidos com aqueles presentes na literatura levou a identificação da 

substância presente na fração J-2 como sendo a amida grossamida (composto 11) (Seca et 

al., 2001). Sua estrutura está ilustrada na Figura 102 abaixo.  

 A análise por alfa-D para esta fração apresentou valor de +22 (c 1,0; MeOH). A 

configuração absoluta dos centros assimétricos foi inferida comparando-se os dados obtidos 

Tabela 30 – Espécies que acumulam o alcaloide esquimianina (9) e suas 

respectivas atividades biológicas (quando relatadas). 

Espécie Atividade Referência

Zanthoxylum nitidum , 

Rutaceae

Inibidor da enzima 

acetilcolinesterase

Yang et al. , 2012

Conchocarpus fontanesianus , 

Rutaceae

Inibidor da enzima 

acetilcolinesterase

Cabral et al. , 2011

Aegle marmelos , Rutaceae Nugroho et al. , 2010

Haplophyllum pedicellatum , 

Rutaceae

Akhmedjanova et al. , 

2008

Oricia suaveolens , Rutaceae Citotóxica Wansi et al. , 2008

Haplophyllum bucharicum , 

Rutaceae

Citotóxica Jansen et al. , 2005

Melicope semecarpifolia , 

Rutaceae

Tsai et al. , 1995

Skimmia reevesiana , 

Rutaceae

Wu, 1987

Zanthoxylum dimoncillo , 

Rutaceae

Dreyer & Brenner, 1980

Zanthoxylum caribaeum , 

Rutaceae

Dreyer & Brenner, 1980

Z. fagara, Rutaceae Dreyer & Brenner, 1980

Haplophyllum tuberculatum , 

Rutaceae

Al-Shamma et al. , 1978

Zanthoxylum coco , Rutaceae Colonna & Gros, 1971
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com aqueles presentes na literatura (amida (+)-grossamida) (King & Calhoun, 2005; Seca et 

al., 2001; Yoshihara et al., 1983 e 1981). A grossamida já foi descrita em algumas espécies 

como: Cannabis sativa (Cannabaceae), Hibiscus cannabinus (Malvaceae), Capsicum annuum 

(Solanaceae), Annona crassiflora (Annonaceae) (Seca et al., 2001; Santos et al., 1996; 

Sakakibara et al., 1995; Yoshihara et al., 1981). Esta é a primeira descrição desta amida em 

espécie de Rutaceae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 102 – Estrutura da amida (+)-grossamida (11), 

isolada dos ramos de C. fontanesianus. 

Figura 103 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração J-2, 

identificado como a amida (+)-grossamida (11). 
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Figura 104 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) da amida (+)-grossamida (11). 
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Figura 105 – Mapa de contorno gCOSY da (+)-grossamida (11). 
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Figura 106 – Mapa de contorno NOESY da (+)-grossamida (11). 
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Figura 107 – Espectro de NMR APT de 
13

C (125 MHz, CD3OD) da amida (+)-grossamida (11). 
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Figura 108 – Mapa de contorno gHSQCAD da (+)-grossamida (11). 



137 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 109 – Mapa de contorno gHMBC da (+)-grossamida (11). 
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Tabela 31 – Dados de NMR de 
1
H (500 MHz) e 

13
C (125 MHz) para a 

amida (+)-grossamida (11, em CD3OD), e os dados presentes na literatura. 

H
a C H

a C

(mb; J C) (ppm) (mb; J C) (ppm)

1 - - - -

2 5.89 (d; 8.2) 89.9 6.02 (d; 8.6) 88.8

3 4.15 (d; 8.2) 58.7 4.18 (d; 8.6) 57.6

4 6.75 (s) 118.1 6.44 (s) 119.0

5 - 130.4 - 129.4

6 7.12 (d; 1.5) 113.1 7.07 (s) 111.0

7 - 146.0 - 145.4

8 - 151.2 - 151.0

9 - 129.4 - 129.0

10 (Me O-C) 3.89 (s) 56.7 3.83 (s) 56.2

11 (C=O) - 172.9 - 170.3

1' - 132.6 - 132.3

2' 6.91 (d; 1.9) 110.5 6.96 (s) 110.4

3' - 149.2 - 148.3

4' - 148.1 - 147.5

5' 6.80 (8.0) 116.3 6.81 (s) 115.7

6' 6.77 (m) 120.0 6.70 (m) 119.7

7' (Me O-C) 3.82 (s) 56.4 3.80 (s) 56.2

1" 3.60 (m) 42.2 3.75 (m) 41.4

2" 2.65 (m) 35.3 2.83 (t; 6.0) 34.5

1''' - 131.0 - 130.7

2''' e 6''' 7.03 (d; 8.4) 130.8 7.05 (d; 8.3) 130.3

3''' e 5''' 6.72 (d; 8.4) 116.2 6.74 (d; 8.3) 115.9

4''' - 156.8 - 156.7

1'''' 7.43 (d; 15.7) 141.7 7.41 (d; 15.8) 141.2

2'''' 6.39 (d; 15.7) 119.4 6.46 (d; 15.8) 118.8

3'''' (C=O) - 169.0 - 167.4

1''''' 3.48 (m) 42.5 3.5 (m) 42.0

2''''' 2.77 (m) 35.7 2.77 (t; 7.1) 35.4

1""" - 131.2 - 130.4

2""" e 6""" 7.06 (d; 8.5) 130.7 6.77 (d; 6.9) 130.5

3""" e 5""" 6.72 (d; 8.5) 116.4 6.80 (d; 6.9) 116.7

4""" - 156.9 - 156.5

cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Posição

Composto 11 (grossamida) Literatura*

aDeslocamentos químicos em ppm () Seca et al. , 2001*
bMultiplicidade (m)
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Fração J-3  

O composto presente na Fração-J3 (4,9 mg) apresentou-se como um sólido cristalino e 

solúvel em MeOH. A análise por UPLC-TOF-MS (HRMS) no modo positivo ([M+H
+
]) 

apresentou pico em m/z 563,2501, compatível com a formula molecular C29H38O11 (ppm = 

1,6 ppm) (composto 14). Os dados de NMR de 
1
H e 

13
C estão descritos na Tabela 32. O 

espectro de NMR 
1
H em CDOD3 da substância 14 apresentou 4 singletos em H 1.16 (2 x 3H; 

s; H-18 e H-30), 1.24 (3H; s; H-29) e  1.38 (3H; s; H-28), referentes a grupos metílicos; 

também foram observados sinais característicos de um anel furânico β substituído em H 7.55 

(1H; dt; J= 1.69, 0.76 Hz; H-21), 7.52 (1H; t; J= 1.71 Hz; H-23) e 6.45 (1H; dd; J= 1.94, 0.88 

Hz; H-22) e de hidrogênios ligados a carbono adjacente a um átomo de oxigênio em H 5,74 

(1H; s; H-17), 5.65 (1H; dd; J= 7.78, 1.62; H-1), 4.88 (1H; s; H-19’), 4.59 (1H; ddd; J= 9.06, 

7.46, 5.46; H-11), 3.96 (1H; s; H-15) 3.80 (1H; d; J= 9.61; H-19’’) e 3.41 (1H; d; J= 3.36; H-

7). 

No espectro de RMN 
13

C APT (Tabela 32) foram observados sinais correspondentes a 

29 carbonos, sendo 3 deles indicativos da presença de 3 grupos carbonílicos.  

Os dados desses espectros aliados aos dos espectros HSQC, HMBC, NOESY, COSY 

sugerem para esta substância um esqueleto triterpênico; uma comparação desses dados com 

os de triterpenos do grupo dos limonóides, substâncias que ocorrem em plantas da família 

Rutacea (Kim et al., 2012),  mostra que a estrutura aqui proposta para a substância 14 (Figura 

110), apresenta similaridade com o nomilinato de metila, principalmente com relação aos  

anéis D e E (carbonos 13-17 e 20-23, respectivamente) (Figura 118).  

O nomilinato de metila possui um grupo metílico (C-19) a mais do que o composto 

14, ligado ao C-10 (c 45,7); na substância 14, o C-10 (C 53.6) aparece em campo mais 

baixo, ligado ao C-19 (c 73.1; H 4.88 (1H; s; H-19’) e 3,80 (1H; d; J= 9.61; H-19’’)), um 

grupo metilênico ligado a um oxigênio.  

No nomilinato de metila, o espectro de RMN 
13

C mostra que C-9 tem C 44.2; em 14, 

o C-9 está ligado ao hidrogênio que aparece em H 3.02 (1H; d; J= 5.68). O C-9, em ambas as 

estruturas está ligado ao C-11, que no nomilinato de metila aparece em c 17.4 e em 14, 

aparece em c 76.3, como um grupo metínico em H 4,59 (1H; ddd; J= 9.06, 7.46, 5.46; H-11) 

que está ligado a um oxigênio. A reunião destes dados permite inferir que os átomos C-10, C-

9, C-19, C-11 e o oxigênio formam um anel de cinco membros. No espectro HMBC, são 

observadas as correlações entre H-19’ e C-9, C-10 e C-11; também são observadas 

correlações entre H-19’’ e C-9, C-10 e C-1. Essas correlações corroboram a presença do anel 

oxidado de 5 membros (Tabela 33). 
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O espectro bidimensional NOESY do composto 14 mostra proximidade entre o H-9 e 

o grupo metílico em C-18. Este espectro mostra também que o grupo metílico em C-18 se 

encontra próximo ao H-11 (C-11); existe, ainda, proximidade entre H-12’ e o grupo metílico 

em C-30; entre H-2’’ e C-9; entre H-12’’ e os hidrogênios de C18.  

No nomilinato de metila, o sinal de C-7 aparece em C 209.8, característico de grupo 

carbonílico; no composto 14, o sinal de C-7 aparece em C 68.3, valor semelhante aos que 

mostram carbonos ligados a oxigênio de grupo hidroxila. O sinal do hidrogênio ligado ao C-7 

aparece em H 3.41 (1H; d; J= 3.36; H-7).  

No nomilinato de metila, o sinal do C-6 é visto em C 35.3 e seus respectivos 

hidrogênios como dubletos em H 2.53 e 2.61. No composto 14, o grupo metilênico C-6 

aparece (espectro apt) em C 30.5, e seus correspondentes hidrogênios H6’ e H6’’ aparecem em 

H 1,81 – 1,92 (m). Com base nos resultados obtidos, o composto 14 foi definido como novo 

triterpeno do tipo limonoide, chamado Limonoide CF-A1 (Figura 110). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 110 – Estrutura do novo limonoide CF-A1 (14), 

isolado dos ramos de C. fontanesianus. 
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Figura 111 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração J-3, identificado como novo triterpeno, limonoide 

CF-A1 (14). 
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Figura 112 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) do novo triterpeno, limonoide CF-A1 (14). 
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Figura 113 – Mapa de contorno gCOSY do limonoide CF-A1 (14). 
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Figura 114 – Mapa de contorno NOESY do limonoide CF-A1 (14). 
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Figura 115 – Espectro de NMR APT de 
13

C (125 MHz, CD3OD) do limonoide CF-A1(14). 
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Figura 116 – Mapa de contorno gHSQCAD do limonoide CF-A1 (14). 
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Figura 117 – Mapa de contorno gHMBC do limonoide CF-A1 (14). 
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Tabela 32 – Dados de NMR mono e bidimensionais para o novo 

limonoide CF-A1 (14, em CD3OD). 

H
a C

(mb) (ppm)

1 5.65 (dd; 7.7, 1.6) 78.80 38.19 (2); 53.63 (10);

76.33 (11)

1a - 172.32

1b 3.65 (s) 21.09 172.32 (1a)

2a 3.23 (dd; 16.1, 1.6) 38.19 52.49 (3a); 78.80 (1);

174.12 (3)

2b 2.48 (dd; 16.1, 7.9) 38.19 78.80 (1); 174.12 (3)

3 - 174.12

3a 3.65 (s) 52.49 174.12 (3)

4 - 74.27

5 1.70 (dd; 10.4, 8.8) 41.70 30.54 (6); 53.63 (10);

73.17 (19); 78.80 (1)

6 1.81 - 1.92 (m) 30.54 53.63 (10)

7 3.41 (d; 3.3) 68.30

8 - 40.73

9 3.02 (d; 5.6) 41.29 20.85 (30); 40.73 (8);

53.63 (10); 68.30 (7);

73.17 (19); 78.80 (1)

10 - 53.63

11 4.59 (ddd; 9.0, 7.5, 5.6) 76.33 40.10 (13)

12a 1.92 (dd; 13.1, 7.5) 33.40 18.13 (18)

12b 1.83 (dd; 13.1, 9.0) 33.40 18.13 (18); 40.10 (13);

41.29 (9); 71.19 (14);

76.33 (11)

13 - 40.10

14 - 71.19

15 3.96 (s) 59.79 71.19 (14); 170.56 (16)

16 - 170.56

17 5.74 (s) 79.52 18.13 (18); 33.40 (12);

71.19 (14); 110.98 (22);

122.03 (20); 142.86 (21)

18 1.16 (s) 18.13 33.40 (12); 40.10 (13);

71.19 (14); 79.52 (17)

19a 4.88 (s) 73.17 41.29 (9); 53.63 (10);

76.33 (11)

19b 3.80 (d; 9.6) 73.17 41.29 (9); 53.63 (10);

78.80 (1)

20 - 122.03

21 7.55 (dd; 1.9, 0.8) 142.86 110.98 (22); 122.03 (20);

144.60 (23)

22 6.45 (dd; 1.9, 0.8) 110.98 122.03 (20); 142.86 (21)

23 7.52 (t; 1.71) 144.60 122.03 (20); 142.86 (21)

28 1.38 (s) 31.84 31.51 (29); 41.70 (5);

74.27 (4)

29 1.24 (s) 31.51 31.84 (28); 41.70 (5);

74.27 (4)

30 1.16 (s) 20.85 68.30 (7)
aDeslocamentos químicos em ppm ()
bMultiplicidade (m)
cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

g HMBC
Posição

Composto 14 (Limonoide CF-A1)
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Figura 118 – Estruturas dos limonóides CF-A1 (14) e nomilinato de 

metila. 

Tabela 33 – Dados de NMR de 
1
H e 

13
C comparativos entre o novo limonoide CF-

A1 (14) e o nomilinato de metila. 

H
a C H

a C

(mb) (ppm) (mb) (ppm)

1 5.65 (dd; 7.7, 1.6) 78.80 5.23 (d) 76.8

1a - 172.32 - 169.5

1b 3.65 (s) 21.09 2.10 (s) 20.7

2a 3.23 (dd; 16.1, 1.6) 38.19

2b 2.48 (dd; 16.1, 7.9) 38.19

3 - 174.12 - 171.3

3a 3.65 (s) 52.49 3.53 (s) 51.2

4 - 74.27 - 73.2

5 1.70 (dd; 10.4, 8.8) 41.70 - 51.8

6 1.81 - 1.92 (m) 30.54 2.53 - 2.61 (d) 35.3

7 3.41 (d; 3.3) 68.30 - 209.8

8 - 40.73 - 52.5

9 3.02 (d; 5.6) 41.29 - 44.2

10 - 53.63 - 45.7

11 4.59 (ddd; 9.0, 7.5, 5.6) 76.33 - 17.4

12a 1.92 (dd; 13.1, 7.5) 33.40

12b 1.83 (dd; 13.1, 9.0) 33.40

13 - 40.10 - 37.4

14 - 71.19 - 65.7

15 3.96 (s) 59.79 3.76 (s) 52.8

16 - 170.56 - 166.9

17 5.74 (s) 79.52 5.66 (s) 77.8

18 1.16 (s) 18.13 1.12 (s) 16.8

19a 4.88 (s) 73.17

19b 3.80 (d; 9.6) 73.17

20 - 122.03 - 120.3

21 7.55 (dd; 1.9, 0.8) 142.86 7.41 (d) 141.4

22 6.45 (dd; 1.9, 0.8) 110.98 6.44 (s) 110.2

23 7.52 (t; 1.71) 144.60 7.74 (d) 143.2

28 1.38 (s) 31.84 1.17 (s) 23.1

29 1.24 (s) 31.51 1.21 (s) 33.4

30 1.16 (s) 20.85 1.22 (s) 20.8
aDeslocamentos químicos em ppm ()
bMultiplicidade (m)
cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Posição

Composto 14 (Limonoide CF-A1) Nomilinato de metila*

 Kim et al. , 2012*

2.60, 2.72 (d) 38.9

- 31.9

1.27 (s) 16.0



150 
 

Fração J-4 

 O composto presente na Fração J-4 (4,5 mg) foi obtido como um sólido amorfo 

solúvel em DMSO e MeOH. Esta fração foi caracterizada por métodos espectroscópicos 

(NMR) e espectrométricos (UPLC-TOF-MS). 

 A análise por UPLC-TOF-MS (Figura 120) no modo positivo ([M+H]
+
) apresentou 

pico em m/z 304,1084, compatível com a fórmula C18H13N3O2 (ppm = -0,7). Na Tabela 34 

estão apresentados os dados de NMR de 
1
H e 

13
C do composto isolado e os dados de 

comparação com a literatura (Hu et al., 2012). A comparação dos dados obtidos com aqueles 

presentes na literatura levou a identificação da substância presente na fração J-4 como sendo o 

alcaloide do tipo indolopiridoquinazolina 10-hidroxirutaecarpina (composto 12) (Hu et al., 

2012; Lee et al., 2008; Ueng et al., 2005). A estrutura deste alcaloide está ilustrada na Figura 

119. 

Este alcaloide havia sido descrito como produto do metabolismo oxidativo do 

alcaloide rutaecarpina (Ueng et al., 2006 e 2005). Como produto natural foi isolado 

anteriormente somente em uma espécie, Euodia rutaecarpa (=Evodia rutaecarpa) (Rutaceae) 

(Hu et al., 2012). Esta é a sua primeira descrição no gênero Conchocarpus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 119 – Estrutura do alcaloide 10-hidroxirutaecarpina 

(12), isolada dos ramos de C. fontanesianus. 
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Figura 120 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração J-4, identificado como o alcaloide 10-

hidroxirutaecarpina (12). 
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Figura 121 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, DMSO-d6) do alcaloide 10-hidroxirutaecarpina (12). 
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Figura 122 – Mapa de contorno gCOSY da 10-hidroxirutaecarpina (12). 
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Figura 123 – Mapa de contorno NOESY da 10-hidroxirutaecarpina (12). 
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Figura 124 – Espectro de NMR APT de 
13

C (125 MHz, DMSO-d6) do alcaloide 10-hidroxirutaecarpina (12). 
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Figura 125 – Mapa de contorno gHSQCAD da 10-hidroxirutaecarpina (12). 
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Figura 126 – Mapa de contorno gHMBC da 10-hidroxirutaecarpina (12). 
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Fração M-1 

 O composto presente na Fração M-1 (19,2 mg) foi obtido como um sólido amorfo 

solúvel em MeOH. Esta fração foi caracterizada por métodos espectroscópicos (NMR) e 

espectrométricos (UPLC-TOF-MS). 

 A análise por UPLC-TOF-MS (Figura 128) no modo positivo ([M+H]
+
) apresentou 

pico em m/z 230,0819, compatível com a fórmula C13H11NO3 (ppm = 0,9). Na Tabela 35 

estão apresentados os dados de NMR de 
1
H do composto isolado e os dados de comparação 

com a literatura (Robertson, 1962). A comparação dos dados obtidos com os presentes na 

literatura levou a identificação da substância presente na Fração M-1 como sendo o alcaloide 

do tipo furoquinolínico -fagarina (composto 10). A estrutura deste alcaloide está ilustrada 

na Figura 127. Este metabólito já havia sido identificado no extrato em DCM (ramos, Jureia) 

através do procedimento de desreplicação. 

Tabela 34 – Dados de NMR de 
1
H (500 MHz) e 

13
C (125 MHz) para o alcaloide 10-

hidroxirutaecarpina (12, em DMSO-d6), e os dados presentes na literatura. 

H
a C H

a C

(mb; J C) (ppm) (mb; J C) (ppm)

1 7.66 (d; 8.4) 126.3 7.66 (d; 8.7) 126.9

2 7.80 (ddd; 8.4, 7.0, 1.6) 134.3 7.80 (ddd; 8.7, 7.2, 1.5) 134.9

3 7.5 (m) 125.7 7.47 (ddd; 7.8, 7.2, 1.5) 126.4

4 8.15 (dd; 7.5, 1.4) 126.5 8.15 (d; 7.8) 127.0

4a - 120.5 - 121.1

5 (C=O) - 160.6 - 161.1

7 4.43 (t; 6.89) 40.8 4.43 (dd; 7.5, 6.3) 41.3

8 3.09 (t; 6.87) 18.9 3.15 (dd; 7.5, 6.3) 19.4

8a - 116.7 - 117.6

8b - 125.4 - 125.5

9 6.90 (d; 2.3) 102.7 7.30 (d; 2.4) 106.2

10 - 151.2 - 152.4

11 6.82 (dd; 8.7, 2.3) 115.9 7.04 (dd; 9.0, 2.4) 118.0

12 7.29 (d; 8.7) 113.0 7.37 (d; 9.0) 113.5

12a - 133.4 - 135.3

13a - 127.2 - 128.2

13b - 145.3 - 145.7

14a - 147.4 - 147.9

NH-13 11.54 (s) - 11.76 (s) -

OH 8.39 (s) - 8.31 (s) -

cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Posição

Composto 12 (10-hidroxirutaecarpina) Literatura*

aDeslocamentos químicos em ppm () Hu et al. , 2012*
bMultiplicidade (m)
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 A -fagarina é um alcaloide furoquinolínico comum em espécies da família Rutaceae e 

que apresenta algumas atividades biológicas, como por exemplo, citotóxica e mutagênica 

(Akhmedjanova et al., 2008; Jansen et al., 2006; Nazrullaev et al., 2001; Schimmer & 

Leimeister, 1989; Mizuta & Kanamori, 1985; Al-Shamma et al., 1979; Kikvidze et al., 1971; 

Berinzaghi et al., 1945). Este alcaloide já havia sido isolado anteriormente na espécie 

Conchocarpus fontanesianus (Cabral et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 127 – Estrutura do alcaloide -fagarina 

(10), isolado dos ramos de C. fontanesianus. 

Tabela 35 – Dados de NMR de 
1
H (500 MHz) para o alcaloide -

fagarina (10, em CD3OD), e os dados presentes na literatura. 

Composto 10 (-fagarina) Literatura*

H
a

H
a

(mb; J C) (mb; J C)

1 - -

2 7.75 (d; 2.7) 7.52 (d; 2.5)

2a - -

3 7.26 (d; 2.7) 6.97 (d; 2.5)

3a - -

4 - -

4a - -

5 7.72 (d; 8.5) 7.80 (q; 9.0, 2.5)

6 7.30 (t; 8.5) 7.34 (q; 9.0, 2.5)

7 7.10 (d; 8.5) 7.01 (q; 9.0, 2.5)

8 - -

8a - -

Me O-C (4) 4.00 (s) 4.05 (s)

Me O-C (8) 4.42 (s) 4.35 (s)
aDeslocamentos químicos em ppm () Robertson, 1963*
bMultiplicidade (m)
cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Posição
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Figura 128 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração M-1, 

identificado como o alcaloide -fagarina (10). 

 

Figura 129 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) do alcaloide -fagarina (10). 
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Fração M-2 

 O composto na Fração M-2 (2,5 mg) foi obtido como um sólido amorfo solúvel em 

MeOH e ACN. Esta fração foi caracterizada por métodos espectroscópicos (NMR) e 

espectrométricos (UPLC-TOF-MS). A Tabela 36 ilustra os resultados obtidos através da 

análise por NMR e os dados de comparação com a literatura (Sakakibara et al., 1995). 

 A análise pode UPLC-TOF-MS no modo positivo ([M+H]
+
) apresentou pico em m/z 

625,2525, compatível com a fórmula C36H36N2O8 (ppm = -0,4) (Figura 131). A comparação 

dos dados obtidos com os presentes na literatura levou a identificação da substância presente 

na fração M-2 como sendo a amida canabisina F (composto 15). A estrutura está ilustrada na 

Figura 130 abaixo. Esta amida possui este nome por ter sido isolada pela primeira vez na 

espécie Canabis sativa (Cannabaceae) (Sakakibara et al., 1995), sendo descrita também como 

um dos constituintes das sementes de Mitrephora thorelii (Annonaceae) (Ge et al., 2008). 

Esta é a primeira descrição deste metabólito na família Rutaceae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 130 – Estrutura da lignanamida canabisina F 

(15), isolada dos ramos de C. fontanesianus. 
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Figura 131 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração M-2, identificado como a lignanamida canabisina F 

(15). 
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Figura 132 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) da amida canabisina F (15). 
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Figura 133 – Ampliação do espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) em H 2,0 - 4.5 ppm (A) e H 6,4 – 7.6 ppm (B),  da amida canabisin F (15). 

A 

B 
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Figura 134 – Mapa de contorno gCOSY da canabisina F (15). 
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Tabela 36 – Dados de NMR de 
1
H (500 MHz) e 

13
C (125 MHz) para a 

canabisina F (15, em CD3OD), e os dados presentes na literatura. 

H
a C H

a C

(mb; J C) (ppm) (mb; J C) (ppm)

1 - 129.3 - 125.5

2 7.29 (d; 1.9) 110.8 7.27 (d; 2.0) 112.3

3 - 148.5 - 148.3

4 - 155.8 - 147.1

5 6.72 (d; 8.5) 114.8 6.75 (d; 8.4) 115.1

6 7.02 (dd; 8.5, 1.9) 124.5 7.03 (dd; 8.4, 2.0) 121.5

7 7.24 (s) 121.9 7.27 (s) 123.7

8 - 140.5 - 142.3

9 (C=O) - 162.3 - 166.1

1' - 129.8 131.7

2' 7.24 (d; 1.9) 113.2 7.35 (d; 2.0) 113.6

3' - 147.5 - 150.2

4' - 146.1 - 148.8

5' 6.73 (d; 8.5) 115.4 6.78 (d; 8.4) 115.9

6' 7.02 (dd; 8.5, 1.9) 123.4 7.14 (dd; 8.4, 2.0) 125.5

7' 7.46 (d; 15.7) 138.1 7.46 (d; 15.7) 139.6

8' 6.49 (d; 15.7) 120.2 6.57 (d; 15.7) 122.0

9' (C=O) - 165.0 - 163.3

1'' - 130.4 - 130.8

2'' e 6'' 6.85 (d; 8.4) 128.7 6.90 (d; 8.6) 130.5

3'' e 5'' 6.59 (d; 8.4) 113.8 6.69 (d; 8.6) 116.1

4'' - 155.5 - 156.7

7'' 2.65 (t; 6.9) 34.8 2.65 (t; 7.1) 35.5

8'' 3.46 (t; 6.9) 41.0 3.46 (dd; 13.0, 6.0) 41.8

1''' - 130.0 - 131.1

2''' e 6''' 7.05 (d; 8.5) 128.9 7.06 (d; 8.6) 130.5

3''' e 5''' 6.71 (d; 8.5) 115.4 6.75 (d; 8.6) 116.1

4''' - 155.3 - 156.7

7''' 2.75 (t; 7.4) 35.1 2.75 (t; 7.1) 35.7

8''' 3.47 (t; 7.4) 40.2 3.49 (dd; 13.0, 6.0) 42.0

Me O-C (3) 3.67 (s) 54.9 3.69 (s) 56.0

Me O-C (3') 3.93 (s) 55.6 3.94 (s) 56.2

cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Posição

Composto 15 (canabisina F) Literatura*

aDeslocamentos químicos em ppm () Sakakibara et al. , 1995*
bMultiplicidade (m)
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Fração M-3 

 O composto presente na Fração M-3 (8,8 mg) apresentou-se como um sólido cristalino 

e solúvel em MeOH. A análise por UPLC-TOF-MS (HRMS) no modo positivo ([M+H
+
]) 

apresentou pico em m/z 605,2595, compatível com a formula molecular C31H40O12 (ppm = -

0,5 ppm) (composto 17). Os dados de NMR são similares aos observados para o composto 

14, exceto pela presença de um grupo acetila, resultante da acetilação do grupo OH em C-7. 

Esta atribuição foi obtida através do espectro HMBC. Com base nos resultados obtidos, o 

composto 17 foi definido como novo triterpeno do tipo limonoide chamado Limonoide CF-

B1 (Figura 135). Os dados obtidos por NMR estão apresentados na Tabela 37. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 135 – Estrutura da novo triterpeno 

limonoide CF-B1 (17), isolada dos ramos de C. 

fontanesianus. 
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Figura 136 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração M-4, identificado como novo triterpeno, limonoide 

CF-B1 (17). 
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Figura 137 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) do novo triterpeno, limonoide CF-B1 (17). 
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Figura 138 – Mapa de contorno gCOSY do limonoide CF-B1 (17). 
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Figura 139 – Mapa de contorno NOESY do limonoide CF-B1 (17). 
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Figura 140 – Espectro de NMR APT de 
13

C (125 MHz, CD3OD) do limonoide CF-B1(17). 
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Figura 141 – Mapa de contorno gHSQCAD do limonoide CF-B1 (17). 
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Figura 142 – Mapa de contorno gHMBC do limonoide CF-B1 (17). 
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Tabela 37 – Dados de NMR mono e bidimensionais para o 

novo limonoide CF-B1 (17, em CD3OD). 

H
a C

(mb) (ppm)

1 5.68 (dd; 8.3, 1.8) 78.20 37.68 (2); 42.41 (9);

53.64 (10); 172.17 (1a)

1a - 172.17

1b 2.03 (s) 21.08 172.17 (1a)

2a 3.03 (dd; 15.9, 1.8) 37.68 53.64 (10); 78.20 (1);

173.45 (3)

2b 2.62 (dd; 15.9, 8.3) 37.68 78.20 (1); 173.45 (3)

3 - 173.45

3a 3.67 (s) 52.60 173.45 (3)

4 - 74.06

5 1.70 (dd; 10.3, 8.8) 41.61 27.33(6); 31.51 (28);

53.64 (10); 73.23 (19);

78.20 (1)

6 1.98 - 2.12 (m) 27.33 39.93 (8); 41.61 (5);

53.64 (10)

7 4.62 (m) 72.40 39.93 (8); 171.63 (7a)

7a - 171.63

7b 2.13 (s) 21.29 171.63 (7a)

8 - 39.93

9 2.96 (d; 5.5) 42.41 20.16 (30); 39.93 (8);

53.64 (10); 70.83 (14);

78.20 (1); 

10 - 53.64

11 4.56 (m) 76.12 39.93 (8)

12a 1.90 (dd; 13.1, 7.5) 33.23 18.04 (18); 76.12 (11)

12b 1.81 (dd; 13.1, 9.0) 33.23 42.41 (9); 70.83 (14)

13 - 40.30

14 - 70.83

15 3.64 (s) 58.73 39.93 (8); 70.83 (14);

169.78 (16)

16 - 169.78

17 5.77 (s) 79.36 18.04 (18); 33.23 (12);

70.83 (14); 110.95 (22);

121.75 (20); 142.96 (21)

18 1.18 (s) 18.04 33.23 (12); 40.30 (13);

70.83 (14); 79.36 (17)

19a 4.94 (d; 9.7) 73.23 41.61 (5); 53.64 (10);

76.12 (11)

19b 3.84 (d; 9.7) 73.23 41.61 (5); 53.64 (10);

76.12 (11)

20 - 121.75

21 7.56 (dd; 1.7, 0.8) 142.96 110.95 (22); 121.75 (20); 

144.61 (23)

22 6.46 (dd; 1.7, 0.8) 110.95 121.75 (20); 142.96 (21)

23 7.53 (t; 1.7) 144.61 110.95 (22); 121.75 (20); 

142.96 (21)

28 1.22 (s) 31.51 31.60 (29); 41.61 (5);

74.06(4)

29 1.38 (s) 31.60 31.51 (28)

30 1.27 (s) 20.16

Posição

Composto 17 (Limonoide CF-B1)

g HMBC

cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

aDeslocamentos químicos em ppm ()
bMultiplicidade (m)
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Fração M-4 

 O composto presente na Fração M-4 (5,4 mg) foi obtido como um solido amorfo 

solúvel em DMSO e MeOH. A análise por UPLC-TOF-MS (HRMS) no modo positivo 

([M+H]
+
) apresentou pico em m/z 400,1669, compatível com a fórmula C24H21N3O3 (ppm = 

0,2) (Figura 143) (composto 16). O espectro de UV [(MeOH); max (log ) nm:  255 (3.9), 

339 (3.9),  366 (3.8)] deste composto (16)  é semelhante ao observado para o comporto 10-

hidroxirutaecarpina (12) (Hu et al., 2012), sugerindo a presença de um cromóforo UV 

semelhante ao indolopiridoquinazolino. Os espectros de NMR 
1
H e HSQC indicaram a 

presença de dois grupos metilenos (H/C 4,51/43,2 e 3,52/21,7), um sistema de spin com três 

sinais aromáticos a H 6,64 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-10), 7,45 (1H, d, J = 11,3Hz, H-11), 7,18 

(1H, s, H-12) característicos de anel aromático tri-substituído. Os sinais de NMR em H/C 

3,99/56,1 sugerem a presença de um grupo metoxila. Este grupo foi localizado em C-9 de 

acordo com as correlações NOESY e HMBC (Figuras 146 e 149). 

 O espectro de NMR 
1
H apresenta um segundo sistema spin correspondente a dois 

sinais aromáticos em orto a H 7,80 (1H, d, J = 7,79 Hz, H-1) e 7,42 (1H, d, J = 7,79 Hz, H-

2). A presença de um anel 2,2-dimetilcromeno foi indicada pelos sinais de hidrogênio em H 

1,40 (6H, s, 2 x CH3), 6,05 (1H, d, J = 10,26 Hz, H-16), 7,94 (1H, d, J = 10,26 Hz, H-17). O 

espectro HMBC mostrou uma correlação entre H-16 com os carbonos quaternários em C 

154,6 (C-3), 122,6 (C-4) e 115.3 (C-4a) indicando a posição exata do anel cromeno na 

molécula. As correlações entre os prótons aromáticos em H 7,18 (H-12), 7,45 (H-11) e 6,64 

(H-10) e os carbonos sp
2
 quaternários em C 132,4 (C-8a), 116,7 (C-8b), 144,8 (C-12a), e 

155,5 (C-9) permitiram identificar a presença de um grupo indólico oxigenado com carbono 

quaternário remanescente detectado no espectro de NMR 
13

C em C 128,9 (C-13). O espectro 

de NMR HMBC mostrou ainda correlações entre os hidrogênios dos grupos metileno em H 

3,52 e 4,51 e os carbonos sp
2
 quaternários em 132,4 (C-8a), 116,7 (C-8b), 128,9 (C-13), 149,5 

(C-13a) e 159,7 (C-5). Baseado nestes resultados, o composto presente na Fração M-4 foi 

identificado como o novo alcaloide indolopiridoquinazolino, chamado Conchocarpina A 

(composto 16) (Figura 150). A Tabela 38 ilustra os dados de NMR obtidos para a 

conchocarpina A.  
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Figura 143 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração M-3, identificado como novo alcaloide 

conchocarpina A (16). 
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Figura 144 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) do alcaloide conchocarpina A (16). 
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Figura 145 – Mapa de contorno gCOSY da conchocarpina A (16). 
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Figura 146 – Mapa de contorno NOESY da conchocarpina A (16). 
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Figura 147 – Espectro de NMR APT de 
13

C (125 MHz, CD3OD) do novo alcaloide conchocarpina A (16). 
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Figura 148 – Mapa de contorno gHSQCAD da conchocarpina A (16). 
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Figura 149 – Mapa de contorno gHMBC da conchocarpina A (16). 
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Tabela 38 – Dados de NMR mono e bidimensionais para o 

alcaloide conchocarpina A (16). 

H
a C

(mb; J C) (ppm)

1 7.80 (d; 7.7) 119.7

2 7.42 (d; 7.7) 126.2

3 - 154.6

4 - 122.6

4a - 115.3

5 - 159.7

7 4.51 ( t; 6.8) 43.2 21.7 (8); 132.4 (8a); 

149.5 (13a); 159.7 (5)

8 3.52, (t; 6.8) 21.7 43.2 (7); 116.7 (8b); 

132.4 (8a)

8a - 132.4

8b - 116.7

9 - 155.5

10 6.64 (d; 7.5) 101.8 106.7 (12); 116.7 (8b); 

155.5 (9)

11 7.45 (d; 11.3) 131.9 144.8 (12a); 155.5 (9)

12 7.18 (s) 106.7

12a - 144.8

13 - 128.9

13a - 149.5

14a - 136.7

15 - 77.8

16 6.05 (d; 10.2) 136.0 27.8 (18 e 19); 77.8 (15); 

122.6 (4)

17 7.94 (d; 10.2) 120.4 77.8 (15); 115.3 (4a); 

122.6 (4); 154.6 (3)

18 1.40 (s) 27.8 27.8 (19); 77.8 (15); 

136.0 (16)

19 1.40 (s) 27.8 27.8 (18); 77.8 (15); 

136.0 (16)

Me O (9) 3.99 (s) 56.1 155.5 (9)

Posição

aDeslocamentos químicos em ppm ()
bMultiplicidade (m)
cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Composto 16 (conchocarpina A)

g HMBC
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Fração O-1 

 O composto presente na Fração O-1 (4,1 mg) foi obtido como um sólido amorfo 

solúvel em MeOH. Esta fração foi caracterizada por métodos espectroscópicos (NMR) e 

espectrométricos (UPLC-TOF-MS). A Tabela 39 abaixo ilustra os resultados obtidos através 

da técnica de NMR. 

 A análise por UPLC-TOF-MS (Figura 152) no modo positivo ([M+H]
+
) apresentou 

pico em m/z 228,1024, compatível com a fórmula C14H13NO2 (ppm = -0,4). Após 

comparação dos dados obtidos com aqueles presentes na literatura a substância presente na 

fração O-1 foi identificada como sendo o alcaloide do tipo piranoquinolínico angular, 

flindersina (composto 18) (Shakirov et al., 1996; Stermitz & Sharifi, 1977; Akhmedzhanova 

et al., 1974). A estrutura deste alcaloide está ilustrada na Figura 151. 

 A flindersina é um metabólito comum em espécies da família Rutaceae, acumulada 

nos gêneros Zanthoxylum L., Haplophyllum A. Juss., Fagara entre outras. Já foram relatadas 

algumas atividades como antifúngica, antibacteriana e citotóxica para este alcaloide 

(Duraipandiyan & Ignacimuthu, 2009; Jansen et al., 2006; Ulubelen et al., 1993 e 1984; 

Ahamad, 1983; Muñoz et al., 1982; Stermitz & Sharifi, 1977; Akhmedzhanova et al., 1974). 

Esta é a primeira descrição deste metabólito no gênero Conchocarpus. 

 

 

 

 

Figura 150 – Estrutura do alcaloide inédito conchocarpina 

A, isolada dos ramos de C. fontanesianus (16). 
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Figura 151 – Estrutura do alcaloide flindersina, 

isolado dos ramos de C. fontanesianus (18). 

Figura 152 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração O-1, 

identificado como alcaloide quinolônico flindersina (18). 
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Figura 153 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) do alcaloide flindersina (18). 

Figura 154 – Mapa de contorno gCOSY da flindersina (18). 
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Figura 155 – Espectro de NMR APT de 
13

C (125 MHz, CD3OD) do alcaloide flindersina (18). 

Figura 156 – Mapa de contorno gHSQCAD da flindersina (18). 
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Figura 157 – Mapa de contorno gHMBC da flindersina (18). 

Tabela 39 – Dados de NMR de 
1
H (500 MHz) e 

13
C (125 MHz) para o 

alcaloide flindersina (18, em CD3OD), e os dados presentes na literatura. 

Literatura* Literatura**

H
a C H

a C

(mb; J C) (ppm) (mb; J C) (ppm)

1 - - - -

2 - 80.5 - 79.5

3 5.66 (d; 9.9) 127.9 5.48 (d; 10.0) 126.8

4 6.62 (d; 9.9) 117.5 6.75 (d; 10.0) 117.0

5 (C=O) - 163.3 - 162.9

7 7.30 (d; 7.6) 116.6 7.00-7.45 (m) 118.5

8 7.53 (t; 7.6) 132.3 7.00-7.45 (m) 130.9

9 7.25 (t; 7.6) 123.59 7.00-7.45 (m) 122.6

10 7.88 (d; 7.6) 123.53 7.78 (d; 8.0) 122.0

11 - 116.3 - 115.7

12 - 139.2 - 138.3

13 - 106.5 - 106.7

14 - 158.7 - 151.9

Me  (15) 1.55 (s) 28.4 1.52 (s) 28.7

Me  (16) 1.55 (s) 28.4 1.52 (s) 28.7

bMultiplicidade (m)
cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Shakirov et al. , 1996**

Posição

Composto 18 (flindersina)

aDeslocamentos químicos em ppm () Akhmedzhanova et al. , 1974*
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Fração S-1 

 O composto presente na Fração S-1 (25,9 mg) foi obtido como um solido amorfo 

solúvel em DMSO e MeOH. A análise por UPLC-TOF-MS (HRMS) no modo positivo 

([M+H]
+
) apresentou pico em m/z 386,1507, compatível com a fórmula C23H19N3O3 (ppm = 

0,5) (Figura 158) (composto 20). O espectro e UV [(MeOH); max (log ) nm:  347 (4,24), 

363 (4,28),  385 (4,16)] deste composto (20) é similar ao do alcaloide conchocarpina A (16), 

sugerindo a presença do mesmo cromóforo correspondente a um alcaloide 

indolopiridoquinazolinico. 

 O espectro de NMR 
1
H apresenta três sinais aromáticos característicos de um sistema 

spin ABX em H 7.56 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-1), 7.28 (1H, d, J = 8.8, 2.9 Hz, H-2), 7.48 (1H, d, 

J = 2.9 Hz, H-4) e dois sinais aromáticos característico de sistema spin tetrasubstituido em H 

6.74 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-11), 7.23 (1H, d, J = 8.6 Hz, H-12).  Os prótons aromáticos em H 

7.56 (H-1), 7.28 (H-2), 7.48 (H-4) apresentam correlações HMBC (Figura 164) com os 

carbonos quaternários em C 121.6 (C-4a), 140.5 (C-14a) e 160.1 (C-5) sugerindo a presença 

de um anel quinazolinico ligado ao anel aromático. Estes hidrogênios aromáticos também 

apresentam correlação com um carbono oxigenado em C 155.7 no espectro HMBC, 

sugerindo a presença de um grupo hidroxila em C-3. O espectro de NMR HMBC também 

indica a presença de dois metilenos (H/C 4.41/40.6 e 3.29/20.8). A presença de um anel 2,2-

dimetilcromeno foi indicada pelos sinais de hidrogênios em H 1.38 (6H, s, 2 x CH3), 5.74 

(1H, d, J = 9.7 Hz, H-16), 6.86 (1H, d, J = 9.7 Hz, H-17). A posição do anel cromeno foi 

determinada baseando-se nas correlações HMBC entre H-17 com os carbonos quarternários 

em C 121.0 (C-8b), 112.5 (C-9) e 146.1 (C-10). O espectro de NMR HMBC mostrou 

correlações entre os prótons aromáticos em H 6.74 (H-11) e 7.23 (H-12) e os carbonos sp
2
 

quaternários em C 121.0 (C-8b), 112.5 (C-9), 146.1 (C-10), e 134.1 (C-12a) que permitiram 

identificar a presença de um grupo indólico oxigenado com um carbono quaternário 

remanescente detectado no espectro de 
13

C em C 128.2 (C-13). O espectro HMBC mostrou 

também correlações entre os prótons dos metilenos em H 4.41 and 3.29 e os carbonos sp
2
 

quaternários em C 115.3 (C-8a), 121.0 (C-8b), 128.2 (C-13), 142.4 (C-13a) and 160.1 (C-5). 

Baseado nestes resultados, o composto presente na Fração S-1 foi identificado como o novo 

alcaloide indolopiridoquinazolino, chamado Fontanesina A (composto 20) (Figura 165). A 

Tabela 40 ilustra os dados de NMR obtidos.  
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Figura 158 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração S-1, identificado como novo alcaloide fontanesina A 

(20). 
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Figura 159 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, DMSO-d6) do alcaloide fontanesina A (20). 
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Figura 160 – Mapa de contorno gCOSY da fontanesina A (20). 
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Figura 161 – Mapa de contorno NOESY da fontanesina A (20). 
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Figura 162 – Espectro de NMR APT de 
13

C (125 MHz, DMSO-d6) do novo alcaloide fontanesina A (20). 
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Figura 163 – Mapa de contorno gHSQCAD da fontanesina A (20). 
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Figura 164 – Mapa de contorno gHMBC da fontanesina A (20). 
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Tabela 40 – Dados de NMR mono e bidimensionais para o 

alcaloide fontanesina A (20). 

H
a C

(mb; J C) (ppm)

1 7.56 (d; 8.7) 128.1 121.6 (4a); 155.7 (3)

2 7.28 (d; 8.7, 2.9) 123.8 109.6 (4); 140.5 (14a)

3 - 155.7

4 7.48 (d; 2.9) 109.6 160.1 (5); 140.5 (14a); 

123.8 (2)

4a - 121.6

5 - 160.1

6 (N) - -

7 4.41 (t; 6.8) 40.6 160.1 (5); 142.4 (13a); 

115.3 (8a); 20.8 (8)

8 3.29 (t; 6.8) 20.8 40.6 (7); 115.3 (8a); 

121.0 (8b); 128.2 (13)

8a - 115.3

8b - 121.0

9 - 112.5

10 - 146.1

11 6.74 (d; 8.6) 115.0 134.1 (12a); 112.5 (9)

12 7.23 (d; 8.6) 112.6 146.1 (10); 121.0 (8b)

12a - 134.1

13 - 128.2

13a - 142.4

14a - 140.5

15 - 74.9

16 5.74 (d; 9.7) 129.9 112.5 (9); 74.9 (15); 

26.9 (18 e 19)

17 6.86 (d; 9.7) 119.2 121.0 (8b); 146.1 (10); 

112.5 (9); 74.9 (15)

18 1.38 (s) 26.9

19 1.38 (s) 26.9

OH 10.04 -

NH 11.62 - 115.3 (8a); 121.0 (8b); 

128.2 (13); 134.1 (12a)

bMultiplicidade (m)
cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Posição
g HMBC

Composto 20 (fontanesina A)

aDeslocamentos químicos em ppm ()
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Fração S-2 

 O composto presente na Fração S-2 (4,3 mg) foi obtido como um solido amorfo 

solúvel em DMSO e MeOH. A análise por UPLC-TOF-MS (HRMS) no modo positivo 

([M+H]
+
) apresentou pico em m/z 386,1503, compatível com a fórmula C23H19N3O3 (ppm = 

-0,5) (Figura 166) (composto 21). O espectro de UV [(MeOH); max (log ) nm:  241 (4.19), 

310 (4.11),  358 (4.3)] e os dados obtidos através das análises de NMR mostraram que o 

composto presente na Fração S-2 está intimamente relacionado com a conchocarpina A 

(composto 16). A única diferença entre estes compostos é a presença de prótons aromáticos 

em H 6.91 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-9), 6.83 (1H, dd, J = 8.7, 2.3 Hz, H-11) and 7.27 (1H, d, J = 

8.7 Hz, H-12) característicos de um sistema ABX. As correlações HMBC entre H-12 (7.27) e 

um carbono oxigenado em C 152.3 sugerem a presença de um grupo hidroxila livre em C-10. 

Esta hipótese foi confirmada pela formula molecular C23H19N3O3 determinada pela análise 

HRMS. Baseado nestes resultados, o composto 21 foi identificado como um novo alcaloide 

indolopiridoquinazolínico chamado Conchocarpina B, e sua estrutura esta ilustrada na Figura 

172. A Tabela 41 ilustra os dados de NMR obtidos. 

 

 

 

 

 

Figura 165 – Estrutura do alcaloide inédito fontanesina A, 

isolada dos ramos de C. fontanesianus (20). 
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Figura 166 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração S-2, identificado como novo alcaloide 

conchocarpina B (21). 
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Figura 167 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, CD3OD) do alcaloide conchocarpina B (21). 
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Figura 168 – Mapa de contorno gCOSY da conchocarpina B (21). 
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Figura 169 – Espectro de NMR APT de 
13

C (125 MHz, CD3OD) do novo alcaloide conchocarpina B (21). 
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Figura 170 – Mapa de contorno gHSQCAD da conchocarpina B (21). 
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Figura 171 – Mapa de contorno gHMBC da conchocarpina B (21). 
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Tabela 41 – Dados de NMR mono e bidimensionais para o 

alcaloide conchocarpina B (21). 

H
a C

(mb; J C) (ppm)

1 7.45 (d; 8.7) 128.7 152.8 (3); 163.4 (5)

2 7.17 (d; 8.7) 125.3 120.8 (4); 144.7 (14a)

3 - 152.8

4 - 120.8

4a - 116.6

5 - 163.4

7 4.43 (t; 6.8) 42.3 20.5 (8); 117.8 (8a); 

144.8 (13a); 163.4 (5)

8 3.10 (t; 6.8) 20.5 42.3 (7); 117.8 (8a); 

127.3 (8b)

8a - 117.8

8b - 127.3

9 6.91 (d; 2.3) 104.0 116.7 (11); 135.3 (12a); 

152.3 (10)

10 - 152.3

11 6.83 (dd; 8.7, 2.3) 116.7 104.0 (9); 135.3 (12a)

12 7.27 (d; 8.7) 113.7 127.3 (8b); 152.3 (10)

12a - 135.3

13 - 128.7

13a - 144.8

14a - 144.7

15 - 76.7

16 5.80 (d; 10.2) 132.6 27.7 (19); 76.7 (15); 

120.8 (4)

17 7.96 (d; 10.2) 122.1 76.7 (15); 116.6 (4a); 

152.8 (3)

18 1.44 (s) 27.7 27.7 (19); 76.7 (15); 

132.6 (16)

19 1.44 (s) 27.7 27.7 (18); 76.7 (15); 

132.6 (16)

cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Posição

Composto 21 (conchocarpina B)

g HMBC

aDeslocamentos químicos em ppm ()
bMultiplicidade (m)
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Fração U-1  

 O composto presente na Fração U-1 (4,6 mg) foi obtido como um solido amorfo 

solúvel em DMSO e MeOH. A análise por UPLC-TOF-MS (HRMS) no modo positivo 

([M+H]
+
) apresentou pico em m/z 370,1555, compatível com a fórmula C23H19N3O2 (ppm = 

-0,3) (Figura 174) (composto 22). Este composto apresenta espectro de UV [(MeOH); max 

(log ) nm:  355 (4.65)]  similar ao dos compostos 16, 20 e 21 descritos acima, sugerindo a 

presença de um alcaloide com estrutura do tipo indolopiridoquinazolínico. Os dados de NMR 

para o composto 22 são semelhantes aos do composto 20, exceto pela presença de um próton 

aromático adicional em H 7.47 (1H, ddd, J= 8.09, 7.05, 1.16, Hz). Este próton adicional foi 

localizado em C-3 baseado nas correlações HMBC. Com base nestes resultados, o composto 

22 foi identificado como novo alcaloide indolopiridoquinazolínico chamado Fontanesina B 

(Figura 173). Os dados obtidos por NMR estão ilustrados na Tabela 42.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 172 – Estrutura do alcaloide inédito conchocarpina 

B, isolada dos ramos de C. fontanesianus (21). 

Figura 173 – Estrutura do alcaloide inédito fontanesina B, 

isolada dos ramos de C. fontanesianus (22). 
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Figura 174 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração U-1, identificado como novo alcaloide fontanesina 

B (22). 
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Figura 175 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, DMSO-d6) do alcaloide fontanesina B (22). 
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Figura 176 – Mapa de contorno NOESY da conchocarpina B (22). 
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Figura 177 – Espectro de NMR APT de 
13

C (125 MHz, DMSO-d6) do novo alcaloide fontanesina B (22). 



212 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 178 – Mapa de contorno gHSQCAD da fontanesina B (22). 
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Figura 179 – Mapa de contorno gHMBC da fontanesina B (22). 
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Tabela 42 – Dados de NMR mono e bidimensionais para o alcaloide 

fontanesina B (22). 

H
a C

(mb; J C) (ppm)

1 7.67 (dd; 8.4, 1.5) 126.4 120.6 (4a); 125.8 (3)

2 7.81 (ddd; 8.4, 7.1, 1.5) 134.3 126.5 (4); 147.4 (14a)

3 7.47 (ddd; 8.0, 7.1, 1.0) 125.8 120.6 (4a); 126.4 (1)

4 8.16 (dd; 8.0, 1.0) 126.5 134.3 (2); 147.4 (14a); 

160.4 (5)

4a - 120.6

5 - 160.4

7 4.43 (t; 6.8) 40.6 20.7 (8); 116.5 (8a); 

145.1 (13a); 160.4 (5)

8 3.33 (t; 6.8) 20.7 40.6 (7); 116.5 (8a); 

120.9 (8b); 127.9 (13)

8a - 116.5

8b - 120.9

9 - 112.6

10 - 146.2

11 6.77 (d; 8.7) 115.5 112.6 (9); 134.4 (12a); 

146.2 (10)

12 7.25 (d; 8.7) 112.7 120.9 (8b); 146.2 (10)

12a - 134.4

13 - 127.9

13a - 145.1

14a - 147.4

15 - 75.0

16 5.77 (d; 9.7) 131.0 26.9 (18 e 19); 75.0 (15); 

112.6 (9)

17 6.88 (d; 9.7) 119.1 75.0 (15); 112.6 (9); 

120.9 (8b); 146.2 (10)

18 1.40 (s) 26.9 26.9 (19); 75.0 (15); 

131.0 (16)

19 1.40 (s) 26.9 26.9 (18); 75.0 (15); 

131.0 (16)

NH 11.72 (s)
-

116.5 (8a); 120.9 (8b); 

127.9 (13); 134.4 (12a)

cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Posição

Composto 22 (fontanesina B)

g HMBC

aDeslocamentos químicos em ppm ()
bMultiplicidade (m)
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Fração U-2  

 O composto presente na Fração U-2 (3,1 mg) foi obtido como um solido amorfo 

solúvel em DMSO e MeOH. A análise por UPLC-TOF-MS (HRMS) no modo positivo 

([M+H]
+
) apresentou pico em m/z 386,1507, compatível com a fórmula C23H19N3O3 (ppm = 

0,5) (Figura 181) (composto 23). O espectro de UV [(MeOH); max (log ) nm:  251 (4.38), 

335 (4.42),  354 (4.5), 386 (4.48)] indica que o composto 23 também é um alcaloide 

indolopiridoquinazolínico. Os dados de NMR são similares aos observados para o composto 

20, exceto pela posição do grupo hidroxila livre em C-1 (C 151.7). Esta atribuição foi obtida 

através do espectro HMBC. Com base nos resultados obtidos, o composto 23 foi definido 

como novo alcaloide indolopiridoquinazolínico chamado Fontanesina C (Figura 180). Os 

dados obtidos por NMR estão ilustrados na Tabela 43. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 180 – Estrutura do alcaloide inédito fontanesina C, 

isolada dos ramos de C. fontanesianus (23). 
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Figura 181 – Espectro de massas de alta resolução (HRMS) para o composto presente na Fração U-2, identificado como novo alcaloide fontanesina 

C (23). 

 



217 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 182 – Espectro de NMR 
1
H (500 MHz, DMSO-d6) do alcaloide fontanesina C (23). 
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Figura 183 – Mapa de contorno gCOSY da fontanesina C (23). 
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Figura 184 – Mapa de contorno NOESY da fontanesina C (23). 
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Tabela 43 – Dados de NMR mono e bidimensionais para o 

alcaloide fontanesina C (23). 

H
a C

(mb; J C) (ppm)

1 - 151.7

2
7.20 (dd; 7.8, 1.3) 118.4 116.3 (4); 138.9 (14a); 

151.7 (1)

3 7.29 (t; 7.8) 123.8 121.8 (4a); 151.7 (1)

4
7.55 (dd; 7.8, 1.3) 116.3 118.4 (2); 138.9 (14a); 

160.8 (5)

4a - 121.8

5 - 160.8

7 4.41 (t; 6.9) 40.2 20.5 (8); 116.1 (8a); 

143.9 (13a); 160.8 (5)

8 3.35 (t; 6.9) 20.5 40.2 (7); 116.1 (8a); 

121.8 (8b); 128.9 (13)

8a - 116.1

8b - 121.8

9 - 113.3

10 - 146.8

11 6.79 (d; 8.7) 115.2 113.3 (9); 134.6 (12a)

12 7.29 (d; 8.7) 112.1 146.8 (10)

12a - 134.6

13 - 128.9

13a - 143.9

14a - 138.9

15 - 75.6

16 5.78 (d; 9.7) 129.9 26.6 (18 e 19); 75.6 

(15); 113.3 (4)

17 6.88 (d; 9.7) 118.8 75.6 (15); 113.3 (9); 

121.8 (8b); 146.8 (10)

18 1.40 (s) 26.6 26.6 (19); 75.6 (15); 

129.9 (16)

19 1.40 (s) 26.6 26.6 (18); 75.6 (15); 

129.9 (16)

NH 11.40 (s) 116.1 (8a); 121.8 (8b); 

128.9 (13); 134.6 (12a)

cConstante de acoplamento (J ), expressa em Hz

Posição

Composto 23 (fontanesina C)

g HMBC

aDeslocamentos químicos em ppm ()
bMultiplicidade (m)
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 O isolamento bioguiado dos dois alcaloides (substânicas 18 e 19) presentes no extrato 

dos ramos de C. fontanesianus (Jureia) pela atividade de inibição de crescimento do fungo 

Candida albicans levou a identificação de 23 compostos, destes 13 são alcaloides: 6 

indolopiridoquinazolínicos, sendo 1 conhecido (12), 5 novos (16, 20, 21, 22 e 23) e 7 

derivados do ácido antranílico (7, 8, 9, 10, 13, 18 e 19); 6 amidas (1, 2, 3, 4, 11 e 15); 1 

lignana (5); 1 piranocumarina (6) e 2 novos triterpenos do tipo limonoide (14 e 17). Destes 

compostos, apenas dois não foram isolados, o 2-fenil-1-metil-4-quinolona (8) e a dictaminina 

(13), e identificados por desreplicação com base nas análises por HPLC-DAD-ESI-MS e 

UPLC-TOF-MS (HRMS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Este estudo fitoquímico bioguiado com a espécie C. fontanesinaus tem grande 

importância quimiotaxonômica, uma vez que havia ausência de estudos químicos com esta 

espécie. Contribui de maneira efetiva para o conhecimento químico do gênero Conchocarpus.  

 

Figura 185 – Compostos identificados a partir do extrato DCM dos ramos de C. fontanesianus: 1- 

dimorfamida C; 2- N-cis-feruloiltiramina; 3- paprazina; 4- moupinamida; 5- (-)siringaresinol; 6- (-)aegelinol; 

7- haplopina; 8- 2-fenil-1-metil-4-quinolona; 9- esquimianina; 10- -fagarina; 11- (+)grossamida; 12- 10-

hidroxirutaecarpina; 13- dictaminina; 14- limonoide CF-A1; 15- canabisina F; 16- conchocarpina A; 17- 

limonoide CF-B1; 18- flindersina; 19- 7-metoxiflindersina; 20- fontanesina A; 21- conchocarpina B; 22- 

fontanesina B; 23- fontanesina C. 
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5.12. Avaliação Quantitativa da Atividade Antioxidante 

5.12.1. Avaliação com DPPH em microplaca 

 Todos os extratos e frações tiveram sua atividade antioxidante quantificada 

preliminarmente, para avaliação do potencial de sequestro de radical livre DPPH no ensaio 

em microplaca e leitor de Eliza. Os extratos etanólicos brutos foram avaliados em 

concentração de 200 g/mL e os demais extratos em concentração de 100 g/mL 

(concentrações finais na microplaca). O padrão utilizado nesta avaliação foi Gingko biloba 

(Herbarium®) na concentração de 31,25 μg/mL. As siglas para identificação das amostras 

são: extrato etanólico bruto ramos (EEBrR), extrato etanólico bruto folhas (EEBrF), extrato 

HEX ramos (EHexR), extrato HEX folhas (EHexF), extrato DCM ramos (EDcmR), extrato 

DCM folhas (EDcmF), extrato AcOEt ramos (EAcR) e extrato AcOEt folhas (EAcF). Os 

extratos obtidos das plantas dos dois locais de estudo foram avaliados, o Núcleo Arpoador da 

Estação Ecológica Jureia-Itatins (Gráfico 2) e o Núcleo Caraguatatuba do Parque Estadual da 

Serra do Mar(Gráfico 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 2 – Quantificação da atividade antioxidante com DPPH dos extratos 

obtidos do material vegetal coletado na Estação Ecológica Juréia-Itatins. 
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 Este método de detecção da atividade antioxidante se baseia na transferência de 

elétrons de um composto antioxidante para um radical livre (DPPH), que ao se reduzir perde 

sua coloração púrpura.  Estas transferências de elétrons impedem ou minimizam o estresse 

oxidativo causado pelos radicais livres (Duarte-Almeida et al., 2006; Sharma & Bhat, 2009). 

Os resultados apresentados nos Gráficos 2 e 3 confirmam o fraco potencial 

antioxidante apresentado pelos extratos hexânicos, que pode ter como uma das causas a baixa 

solubilidade em metanol. Os resultados também confirmam o promissor potencial 

antioxidante dos demais extratos, em conformidade com o que já havia sido observado nas 

avaliações qualitativas em TLC. 

Após os resultados obtidos acima, foi realizada a quantificação da atividade 

antioxidante de sequestro do radical DPPH em curva concentração-resposta, nas 

concentrações 1,95 g/mL, 3,90 g/mL, 7,80 g/mL, 15,60 g/mL, 31,25 g/mL, 62,50 

g/mL, 125 g/mL e 250 g/mL. Foram avaliados todos os extratos de ambos os locais de 

coleta, com exceção do hexânico. Abaixo seguem as tabelas com os resultados das avaliações. 

Os padrões utilizados, Gingko biloba (Herbarium®) (31,25 μg/mL) e quercetina, (4 μg/mL) 

apresentaram inibição de 75,50% (±0,166) e 91,60% (±0,191), respectivamente (Tabelas 44 e 

45). 

Gráfico 3 – Quantificação da atividade antioxidante com DPPH dos extratos 

obtidos do material vegetal coletado no Núcleo Caraguatatuba do Parque 

Estadual da Serra do Mar. 
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Tabela 45 – Quantificação da atividade antioxidante com DPPH dos extratos obtidos das folhas 

de C.fontanesianus e seus IC50. 

Concentração

(g/mL) % inhibition ±S.E.M % inhibition ±S.E.M % inhibition ±S.E.M

1,95 0,63 ±0,16 1,35 ±0,12 0,4 ±0,09

3,90 2,86 ±0,29 4,82 ±0,39 1,26 ±0,62

7,80 6,58 ±0,52 6,75 ±0,05 3,05 ±0,52

15,60 14,88 ±1,24 8,97 ±0,68 15,62 ±0,74

31,25 29,01 ±0,44 15,17 ±0,77 24,19 ±1,45

62,50 54,07 ±0,39 29,84 ±0,86 40,04 ±0,058

125,00 82,18 ±0,22 46,56 ±1,19 62,14 ±0,55

250,00 93,51 ±0,11 64,14 ±0,61 88,15 ±0,35

IC50 58,51 g/mL 144,93 g/mL 85,83 g/mL

Concentração

(g/mL) % inhibition ±S.E.M % inhibition ±S.E.M % inhibition ±S.E.M

1,95 5,9 ±0,33 2,56 ±0,88 2,28 ±0,98

3,90 15,87 ±1,02 4,76 ±0,79 14,24 ±0,22

7,80 26,26 ±1,32 6,75 ±0,05 24,22 ±0,71

15,60 33,75 ±0,55 12,06 ±0,35 35,18 ±0,38

31,25 53,94 ±0,81 25,8 ±1,34 49,08 ±0,23

62,50 73,14 ±0,05 38,83 ±0,55 57,81 ±0,18

125,00 84,83 ±0,06 59,88 ±0,84 71,47 ±1,18

250,00 95,22 ±0,25 70,81 ±0,63 81,88 ±0,90

IC50 28,96 g/mL 88,14 g/mL 32,73 g/mL

C
ar

ag
u

at
at

u
b

a
Ju

re
ia

Folhas
Extrato Etanólico  Bruto Extrato DCM Extrato AcOEt

Extrato Etanólico  Bruto Extrato DCM Extrato AcOEt

Tabela 44 – Quantificação da atividade antioxidante com DPPH dos extratos obtidos do lenho 

de C.fontanesianus e seus IC50. 

Concentração

(g/mL) % inhibition ±S.E.M % inhibition ±S.E.M % inhibition ±S.E.M

1,95 3,47 ±0,54 0,89 ±0,40 8,22 ±0,96

3,90 8,09 ±0,44 4,07 ±0,26 9,80 ±1,14

7,80 13,97 ±0,45 10,33 ±0,20 14,97 ±0,46

15,60 24,92 ±0,16 23,13 ±0,40 30,17 ±0,38

31,25 46,80 ±0,16 43,45 ±0,80 51,90 ±0,46

62,50 70,77 ±0,32 69,86 ±0,26 73,52 ±0,09

125,00 91,33 ±0,22 89,26 ±0,05 92,37 ±0,05

250,00 94,49 ±0,47 92,70 ±0,25 94,55 ±0,14

IC50 34,78 g/mL 38,58 g/mL 29,89 g/mL

Concentração

(g/mL) % inhibition ±S.E.M % inhibition ±S.E.M % inhibition ±S.E.M

1,95 4,12 ±0,76 3,06 ±0,27 5,41 ±0,43

3,90 5,33 ±0,42 5,37 ±0,16 13,05 ±0,97

7,80 11,95 ±0,84 10,50 ±0,46 24,09 ±1,02

15,60 24,08 ±0,73 21,30 ±0,75 38,33 ±0,55

31,25 43,44 ±0,53 37,73 ±1,08 57,84 ±0,56

62,50 65,53 ±0,32 61,76 ±0,12 72,22 ±0,60

125,00 85,80 ±0,10 82,52 ±0,69 85,34 ±0,06

250,00 94,41 ±0,06 92,15 ±0,06 95,83 ±0,11

IC50 39,84 g/mL 46,10 g/mL 24,53 g/mL

Ramos Caulinares
Ju

re
ia

Extrato Etanólico  Bruto Extrato DCM Extrato AcOEt
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Extrato Etanólico  Bruto Extrato DCM Extrato AcOEt
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Os resultados apresentados demonstram o promissor potencial da espécie quando se 

trata da atividade antioxidante de sequestro do radical DPPH, confirmando os resultados 

obtidos anteriormente nas avaliações realizadas. Os extratos DCM e AcOEt dos ramos, 

aparentemente apresentaram um maior potencial antioxidante quando comparados com os 

mesmos extratos das folhas. Já entre os diferentes locais de coleta não existe grande variação 

do potencial antioxidante. 

 Algumas das substâncias puras identificadas (paprazina -PA; moupinamida -MO; 7-

metoxiflindersina –MF; flindersina –FL; -fagarina –FG; haplopina –HP) tiveram seu 

potencial antioxidante (DPPH) avaliados qualitativamente em TLC (50 g) (Figura 186).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Com base nos resultados acima, foi realizada a quantificação da atividade antioxidante 

de sequestro do radical DPPH em curva dose-reposta da amida moupinamida e do alcaloide 

furoquinolínico haplopina, que apresentaram potencial oxidante semelhante ao padrão 

quercitina. As concentrações utilizadas foram: 1,95 g/mL, 3,90 g/mL, 7,80 g/mL, 15,60 

g/mL, 31,25 g/mL, 62,50 g/mL, 125 g/mL. O Gráfico 4 ilustra os resultados obtidos. Os 

padrões utilizados, Gingko biloba (Herbarium®) (31,25 μg/mL) e quercitina, (4 μg/mL) 

apresentaram inibição de 79,30% (±0,196) e 92,80% (±0,071), respectivamente. 

 

 

Figura 186 – Resultado da avaliação qualitativa dos 

compostos puros (50 g). QA – padrão quercetina (5 g). 

PA MO MF FL FG HP 

QA 
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 Com base nos resultados foi possível calcular o IC50 da amida moupinamida (4) (IC50 

= 10,53 g/mL) e do alcaloide haplopina (7) (IC50 = 12,64 g/mL). Possivelmente um dos 

principais compostos responsáveis pela atividade de sequestro do radical DPPH nos extratos 

do lenho de C. fontanesianus. 

 Os óleos voláteis extraído das folhas (Jureia e Caraguatatuba) e frutos (Juréia) de C. 

fontanesinaus também foram avaliados qualitativamente em TLC quanto ao seu potencial 

antioxidante de sequestro do radical DPPH, porém não apresentaram tal atividade biológica. 

 

5.12.2. Avaliação com -caroteno / Ac. Linoleico em microplaca 

 Todos os extratos e frações tiveram sua atividade antioxidante quantificada 

preliminarmente, para avaliação do potencial de inibição da lipoperoxidação, em ensaio em 

microplaca e leitor de Eliza. Os extratos etanólicos brutos foram avaliados em concentração 

de 200 g/mL e os demais extratos em concentração de 100 g/mL (concentrações finais na 

microplaca). Os controles positivos foram BHA (20 g/mL) e BHT (20 g/mL). As siglas 

para identificação das amostras são: extrato etanólico bruto ramos (EEBrR), extrato etanólico 

bruto folhas (EEBrF), extrato HEX ramos (EHexR), extrato HEX folhas (EHexF), extrato 

DCM ramos (EDcmR), extrato DCM folhas (EDcmF), extrato AcOEt ramos (EAcR) e 

extrato AcOEt folhas (EAcF). Os extratos dos dois locais de estudo foram avaliados, o 

Gráfico 4 – Quantificação da atividade antioxidante com DPPH dos composto isolados do 

lenho de C. fontanesianus. 
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Núcleo Arpoador da Estação Ecológica Jureia-Itatins (Gráfico 5) e o Núcleo Caraguatatuba 

do Parque Estadual da Serra do Mar(Gráfico 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 5 – Quantificação da atividade antioxidante no sistema -caroteno/ác. 

linoleico dos extratos obtidos do material vegetal coletado na E.E. Juréia-

Itatins. 

Gráfico 6 – Quantificação da atividade antioxidante no sistema -caroteno/ác. 

linoleico dos extratos obtidos do material vegetal coletado no Núcleo  

Caraguatatuba. 
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Os resultados apresentados nos Gráficos 5 e 6 mostram o fraco potencial antioxidante dos 

extratos hexânicos e confirmam o potencial antioxidante dos demais extratos, em 

conformidade com o que já havia sido observado nas avaliações qualitativas em TLC.  

Após os resultados obtidos acima, foi realizada a quantificação da atividade 

antioxidante no sistema -caroteno/ác. linoleico em curva concentração-reposta, nas 

concentrações 1,95 g/mL, 3,90 g/mL, 7,80 g/mL, 15,60 g/mL, 31,25 g/mL, 62,50 

g/mL, 125 g/mL e 250 g/mL. Foram avaliados todos os extratos de ambos os locais de 

coleta, com exceção do hexânico. Abaixo seguem ilustradas as tabelas com os resultados das 

avaliações. Os controles positivos utilizadso, BHA (20 g/mL) e BHT (20 g/mL), 

apresentaram inibição de 88,28% (±1,464) e 83,85% (±1,186), respectivamente (Tabelas 46 e 

47). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 46 – Quantificação da atividade antioxidante no sistema -caroteno/ác. linoleico dos 

extratos obtidos do lenho de C.fontanesianus e seus IC50. 

Concentração

(g/mL) % inhibition ±S.E.M % inhibition ±S.E.M % inhibition ±S.E.M

1,95 20,95 ±1,94 8,57 ±1,15 11,96 ±0,95

3,90 25,15 ±2,17 14,61 ±1,62 20,44 ±1,01

7,80 36,10 ±0,71 29,17 ±2,05 29,26 ±1,06

15,60 47,72 ±1,56 54,71 ±1,32 35,42 ±2,09

31,25 57,51 ±0,30 74,51 ±0,32 55,63 ±0,95

62,50 63,89 ±1,31 82,48 ±0,79 67,59 ±0,80

125,00 75,51 ±1,59 90,45 ±0,43 75,61 ±0,53

250,00 83,48 ±0,986 95,57 ±0,469 85,13 ±1,108

IC50 23,74 g/mL 14,25 g/mL 28,08 g/mL

Concentração

(g/mL) % inhibition ±S.E.M % inhibition ±S.E.M % inhibition ±S.E.M

1,95 6,74 ±3,24 8,89 ±3,48 16,27 ±0,38

3,90 11,53 ±2,58 20,70 ±2,74 19,26 ±0,97

7,80 28,49 ±3,03 26,92 ±0,55 25,69 ±1,89

15,60 40,28 ±0,56 41,90 ±1,80 36,21 ±1,25

31,25 54,79 ±0,84 60,90 ±2,01 50,38 ±0,67

62,50 65,54 ±1,81 70,05 ±0,65 62,90 ±1,86

125,00 74,09 ±1,52 80,59 ±1,79 69,76 ±0,97

250,00 83,54 ±1,44 86,61 ±1,16 84,71 ±2,16

IC50 28,51 g/mL 25,65 g/mL 30,15 g/mL

Ramos Caulinares
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Os resultados apresentados demonstram o promissor potencial da espécie quando se 

trata da atividade de inibição da lipoperoxidação, confirmando os resultados obtidos 

anteriormente nas avaliações realizadas. Os extratos DCM e AcOEt dos ramos, aparentemente 

apresentaram um potencial antioxidante levemente superior quando comparados com as 

folhas. Já entre os diferentes locais de coleta não existe grande variação do potencial 

antioxidante, assim como foi observado na avaliação antioxidante de sequestro do radical 

DPPH. 

 Algumas das substâncias puras identificadas ( paprazina -PA; moupinamida -MO; 7-

metoxiflindersina –MF; flindersina –FL; -fagarina –FG; haplopina –HP) tiveram seu 

potencial antioxidante (DPPH) avaliados qualitativamente em TLC (50 g). Abaixo segue 

ilustrado a placa de TLC com o resultado da avaliação qualitativa dos compostos puros 

(Figura 187).  

 

 

Tabela 47 – Quantificação da atividade antioxidante no sistema -caroteno/ác. linoleico dos 

extratos obtidos das folhas de C.fontanesianus e seus IC50. 

Concentração

(g/mL) % inhibition ±S.E.M % inhibition ±S.E.M % inhibition ±S.E.M

1,95 3,6 ±1,50 7,06 ±1,57 1,89 ±0,95

3,90 5,74 ±1,06 9,68 ±0,45 4,69 ±1,01

7,80 15,18 ±0,68 16,85 ±0,63 20,93 ±1,05

15,60 24,36 ±3,45 25,96 ±0,69 33,41 ±2,09

31,25 40,35 ±1,42 37,13 ±1,75 46,11 ±0,95

62,50 54,85 ±0,59 45,33 ±2,12 61,21 ±0,80

125,00 65,97 ±1,26 52,39 ±1,48 79,06 ±0,53

250,00 71,25 ±1,05 64,46 ±1,45 82,72 ±1,10

IC50 56,97 g/mL 119,29 g/mL 51,05 g/mL

Concentração

(g/mL) % inhibition ±S.E.M % inhibition ±S.E.M % inhibition ±S.E.M

1,95 4,22 ±0,88 2,81 ±1,73 4,90 ±0,38

3,90 9,49 ±1,53 7,45 ±1,64 10,69 ±0,99

7,80 17,23 ±1,83 16,5 ±3,37 24,03 ±0,67

15,60 26,90 ±0,35 33,49 ±0,95 31,44 ±1,25

31,25 38,10 ±0,40 47,31 ±0,74 49,56 ±1,86

62,50 54,39 ±0,58 61,49 ±2,86 68,67 ±0,38

125,00 62,01 ±1,13 76,77 ±1,61 79,24 ±2,16

250,00 76,31 ±1,72 82,51 ±1,80 86,41 ±0,99

IC50 57,45 g/mL 50,82 g/mL 45,5 g/mL
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 Com base nos resultados obtidos foi possível observar o promissor potencial de 

inibição da lipoperoxidação dos compostos moupinamida (4) e haplopina(7), repetindo o 

resultado da avaliação antioxidante com DPPH. Neste ensaio os compostos paprazina (3) e -

fagarina (10) também apresentaram potencial, porém mais moderado. A quantificação da 

atividade não foi possível devido a pouca quantidade dos compostos puros trazidos para o 

Brasil após o estagio de doutorado sanduíche na Universidade de Genebra. A prioridade foi a 

avaliação do potencial antifúngico destes compostos contra os fungos C. sphaerospermum e 

C. cladosporioides por bioautografia. 

 Os óleos voláteis extraído das folhas (Jureia e Caraguatatuba) e frutos (Juréia) de C. 

fontanesinaus também foram avaliados qualitativamente em TLC quanto ao seu potencial de 

inibição da lipoperoxidação, porém não apresentaram tal atividade biológica. 

 

5.13. Avaliação da Atividade Antifungica 

5.13.1. Avaliação contra C. sphaerospermum e C. cladosporioides 

Nesta etapa foram avaliados o potencial antifúngico dos óleos voláteis de folhas 

(Jureia e Caraguatatuba) e frutos (Jureia), e das substâncias puras trazidas após o período de 

estágio de doutorado sanduíche na Universidade de Genebra; paprazina, moupinamida, 7-

metoxiflindersina, flindersina, -fagarina e haplopina, contra C. sphaerospermum e C. 

cladosporióides em ensaio descrito por Homans & Fuchs (1970). A avaliação da atividade 

antifúngica contra C. sphaerospermum é uma ferramenta importante para achar substânicas 

com potencial antifúngico de maneira rápida e eficiente. Abaixo são apresentados os 

resultados das avaliações dos compostos puros (Figuras 188 e 189) e dos óleos essenciais 

Figura 187 – Resultado da avaliação qualitativa dos 

compostos puros (50 g). QA – padrão quercitica (5 g). 

PA MO MF FL FG HP 

QA 
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(Figuras 190 e 191). Os padrões utilizados foram: Nistatina (P) nas concentrações de 10, 5, 

2,5 e 1 g para os compostos puros e Timol (PV) nas concentrações de 50, 25, 10, 5 e 1 g 

para os óleos voláteis. As placas foram fotografadas sob luz branca em equipamento CAMAG 

Reprostar 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 188 – TLC de avaliação da atividade antifúngica 

dos compostos puros contra C. sphaerospermum (1- 

paprazina, 2- moupinamida, 3- 7-metoxiflindersina, 4- 

flindersina, 5- -fagarina e 6- haplopina; P- nistatina). 

50g 25g 10g 5g 2,5g 1g P 

1- 

2- 

3- 

4- 

5- 

6- 

Figura 189 – TLC de avaliação da atividade antifúngica 

dos compostos puros contra C. cladosporioides (1- 

paprazina, 2- moupinamida, 3- 7-metoxiflindersina, 4- 

flindersina, 5- -fagarina e 6- haplopina; P- nistatina). 

50g 25g 10g 5g 2,5g 1g P 

1- 

2- 

3- 

4- 

5- 

6- 
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 Após as revelações das placas cromatográficas com suspensão de esporos de conídios 

do fungo C. sphaerospermum e C. cladosporióides podemos observar que duas substâncias 

não apresentaram atividade contra os fungos, as amidas paprazina e moupinamida (Figuras 

188 e 189). Na avaliação contra o fungo C. sphaerospermum os compostos mais ativos foram 

Figura 190 – TLC de avaliação da atividade 

antifúngica dos óleos voláteis contra C. 

sphaerospermum (A- frutos Juréia; B- folhas Juréia; 

C- folhas Caraguatatuba; PV- padrão timol). 

200g   100g    50g   25g    10g     5g      1g 

A- 

B- 

C- 

PV- 

Figura 191 – TLC de avaliação da atividade 

antifúngica dos óleos voláteis contra C. 

cladosporioides (A- frutos Juréia; B- folhas Juréia; C- 

folhas Caraguatatuba; P- padrão timol). 

200g   100g    50g   25g    10g     5g      1g 

A- 

B- 

C- 

PV- 
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7-metoxiflindersina (19), -fagarina (10) e haplopina (7), apresentando limites de detecção 

(LD) de 10 g, 2,5g e 2,5g, respectivamente. Contra o fungo C. cladosporióides os 

compostos 7-metoxiflindersina (19), flindersina (18), -fagarina (10) e haplopina (7) 

apresentaram atividade, com seus limites de detecção de (LD) de 5 g, 5g, 1g e 1g, 

respectivamente. 

 Os óleos voláteis (Figuras 190 e 191) apresentaram fraca atividade contra o fungo C. 

cladosporioides. No caso da avaliação contra o fungo C. sphaerospermum somente os óleos 

dos frutos (Juréia) não apresentaram atividade. As demais amostras avaliadas apresentaram 

atividade, com seus limites de detecção (LD) de 25 g para os óleos voláteis das folhas dos 

indivíduos da Juréia e 50 g para os óleos voláteis das folhas dos indivíduos de 

Caraguatatuba. 

 

5.13.2. Avaliação contra C.albicans 

 O fracionamento bioguiado do extrato DCM dos ramos levou a localização, 

isolamento e identificação dos compostos com atividade contra o fungo C. albicans, em 

ensaio desenvolvido por Hostettmann (1991). Trata-se das substâncias 7-metoxiflindersina e 

flindersina, com seus limites de detecção (LD) de 10g para cada. 

 

 

 

 

 

 

 

Esta etapa do trabalho foi realizada durante o estagio de doutorado sanduíche na 

Universidade de Genebra, em Genebra, Suíça. 

 

6. CONCLUSÃO 

O estudo fitoquímico do extrato dos ramos da espécie C. fontanesinaus permitiu a 

identificação de 23 substâncias, dentre estas 7 novos produtos naturais, 5 alcalóides do tipo 

 

Figura 192 – TLC de avaliação da atividade antifúngica contra 

o fungo C.albicans (A- flindersnia; B- 7-metoxiflindersina; P- 

padrão miconazol, [1g]). 

A- 
P 

50g 25g 10g 5g 2,5g 1g 0,5g 

B- 
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indolopiridoquinazolínicos (16, 20, 21, 22 e 23) e 2 triterpenos do tipo limonoide (14 e 17). 

Foram descritos pela primeira vez na família Rutaceae 4 substâncias: dimorfamida C (1), N-

cis-feruloiltiramina (2), grossamida (11) e canabisina F (15). No gênero foram descritos pela 

primeira vez 6 substâncias: siringaresinol (5), aegelinol (6), haplopina (7), 10-

hidroxirutaecarpina (12), flindersina (18) e 7-metoxiflindersina (19). Através dos dados 

gerados pelas técnicas de HPLC-DAD-ESI-MS e UPLC-TOF-MS, pode-se identificar a 

presença dos alcaloides 2-fenil-1-metil-4-quinolona e dictaminina, previamente já descritos 

no gênero Conchocarpus.  

 Algumas das substâncias isoladas foram avaliadas quanto ao potencial antifúngico 

contra os fungos Cladosporium sphaerospermum, Cladosporium cladosporioides e Candida 

albicans. Como resultado, foram encontrados diversos metabólitos com forte potencial 

antifúngico, os alcaloides derivados do ácido antranílico: haplopina (7), -fagarina (10), 

flindersina (18) e 7-metoxiflindersina (19). As avaliações da atividade antioxidante de 

sequestro do radical DPPH e de inibição da lipoperoxidação (sistema -caroteno/ác. linoleico) 

se mostraram métodos eficazes para descoberta de novas substâncias com potencial 

antioxidante, uma vez que duas foram avaliadas e tiveram resultados positivos em ambos os 

testes, a amida moupinamida (4) e o alcaloide haplopina (7). 

 As técnicas hifenadas (LC-MS, UPLC-TOF, LC-NMR) que conjugam instrumentos 

que separam e detectam substâncias em martrizes complexas, como extratos vegetais, de 

maneira rápida e eficaz, são importantes ferramentas no estudo da química de produtos 

naturais. 

 O microfracionamento bioguiado é uma importante ferramenta para a descoberta de 

maneira rápida e eficaz de novos compostos com atividades biológicas. 

 A descoberta dos 5 novos alcaloides e dos 2 novos limonóides abre uma janela de 

oportunidades para a continuidade de estudos com a espécie C. fontanesianus. Estes novos 

compostos são extremamente promissores, uma vez que é conhecido o potencial biológico do 

alcaloide rutaecarpina, o qual possui um núcleo indolopiridoquinazolínico, assim como 

também é conhecido o potencial dos triterpenos do tipo limonoide contra doenças como a 

malária. 

 Este trabalho químico realizado com esta espécie vem contribuir para ampliar o 

conhecimento da composição química do gênero Conchocarpus e reafirmar a importância 

quimiotaxonomica destes compostos em Rutaceae, além de auxiliar na compreensão das 

relações de afinidade aos níveis inter e infra-genérico. 
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