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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi identificar e quantificar 

flavonoides presentes em extrato etanólico de folhas de Smilax 

fluminensis por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE-UV), 

avaliar o potencial antioxidante das frações, isolar e identificar alguns 

flavonoides. Foram identificados e quantificados por CLAE, oito 

flavonoides: agatisflavona, amentoflavona, apigenina, canferol, 

quercetina, quercitrina, rutina e taxifolina. O teor de flavonoides 

identificados por CLAE variou entre 2,0 ppm a 125 ppm. O potencial 

antioxidante apresentado pelas frações foi acima de 90% de sequestro 

de DPPH• na maioria das frações com CE50 4,0 µg/mL a 14,0 µg/mL. 

Foram isolados e identificados os flavonoides: Quercetina-[3-O-α-L-

ramnopiranosil(1’’’→6’’)-β-D-glicopiranosídeo]-7-O-α-L-

ramnopiranosídeo (SG116-124); Quercetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo 

(hiperina) (SG125-161); Quercetina-3-O-α-L-ramnopiranosil(1’’’→6’’)-O-

β-D-glicopiranosídeo, (SG201-215) e Quercetina (SH29-32).  O método 

de CLAE propiciou a quantificação e identificação de flavonóides, 

comprovados por análise de Ressonância Magnética Nuclear - RMN 1H 

e 13C e por espectrometria de massas. 

 

Palavras-chave:  flavonoides, cipó japecanga ou salsaparrilha, potencial 
antioxidante, CLAE, RMN, Smilax Fluminensis Steud. 
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ABSTRACT:  The objective of this study was to identify and quantify 

flavonoids present in the ethanol extract of leaves of Smilax fluminensis 

by high performance liquid chromatography (HPLC-UV), to evaluate the 

antioxidant potential of the fractions, isolate and identify some flavonoids. 

Were identified and quantified by HPLC, eight flavonoids: agatisflavone, 

amentoflavone, apigenin, kaempferol, quercetin, quercitrin, rutin and 

taxifolin. The content of flavonoids identified by HPLC ranged from 2.0 

ppm to 125 ppm. The antioxidant potential was shown by the fractions 

above 90% of DPPH sequestration in most fractions with EC50 4.0 

mg/mL to 14.0 mg/mL. Have been isolated and identified flavonoids: 

Quercetin[3-O-α-L-ramnopyranosyl(1’’’→6’’)-β-D-glucopyranosyl]-7-O-α-

L-ramnopyranoside (SG116-124); quercetin-3-O-β-D-galactopyranoside 

(hiperin) (SG125-161); Quercetin-3-O-α-L-ramnopyranosyl(1’’’→6’’)-O-β-

D-glucopyranoside, (SG201-215) and quercetin (SH29-32). The HPLC 

method allowed the identification and quantification of flavonoids, 

supported by analysis of Nuclear Magnetic Resonance - NMR 1H and 13C 

and mass spectrometry. 

Keywords:  flavonoids, japecanga or sarsaparilla vine, antioxidant 

potential, HPLC, NMR, Smilax Fluminensis Steud. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

O uso de plantas no tratamento de doenças tanto em humanos 

quanto em animais não é nenhuma novidade, porém, cada vez mais fica 

claro que a fitoterapia necessita de um controle de qualidade mais rigoroso. 

O uso de fitoterápicos sem conhecimento pode não trazer os benefícios 

esperados bem como ser nocivo ao organismo. O conhecimento tanto dos 

constituintes presentes nos extratos e como sua atividade biológica, faz-se 

necessário no momento em que cresce em importância e em escala 

comercial o uso de plantas para a prevenção e tratamento de doenças 

(ANDREATA, 1995; NASCIMENTO, 2010) 

O valor dos extratos de plantas fitoterápicas deve-se a sua grande 

variedade, complexidade e constituintes químicos (metabólitos 

secundários). Alguns destes extratos apresentam efeitos terapêuticos 

quando administrados em organismos vivos. Outros, por sua vez, 

dependendo da concentração podem tornar-se tóxicos, ou não apresentar 

atividade. O estudo dos metabólitos secundários das plantas tem seu valor 

substancial, pois possibilita o discernimento e evolução do estudo 

sistemático das mesmas, aliado a descoberta de novos metabólitos 

bioativos. (CROZIER et al., 2009; OZSOY et al., 2008). 

O isolamento e identificaçao dos compostos puros aumentam com o 

uso de para identificar e quantificar estes metabólitos no extrato bruto da 

planta. Assim, com o acúmulo de dados da literatura, dentro de pouco 

tempo haverá um banco de dados com grande quantidade de informações 

dos constituintes dos metabólitos secundários, e com isso o processo de 

identificação será menos laborioso, mais rápido e mais acessível (BORGES 

et al., 2011). 

Com o desenvolvimento de novas técnicas de cultivo e espécies 

melhoradas, para fins medicamentosos, faz-se necessário um estudo mais 

detalhado dos metabólitos secundários ou de substâncias bioativas, 
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presentes nessas plantas, visto que, alguns são produzidos pelas plantas 

para a defesa. A aplicação de técnicas e insumos bem como o próprio 

melhoramento das espécies e efeitos ambientais possibilitam variação na 

produtividade do princípio ativo (CHEN et al.,2011).  

Muitas pesquisas sobre metabólitos secundários de plantas deram 

origem a aproximadamente 70% dos medicamentos hoje disponíveis, 

proporcionando a cura de muitas doenças. Tanto o Cerrado quanto a 

Amazônia brasileira tem uma vasta biodiversidade, onde se acredita ser 

reserva de biomoléculas ainda não descobertas que poderão contribuir para 

a saúde humana (ENDRINGER, 2007). 

Estudos etnobotânicos indicam a eficácia das plantas nos 

tratamentos caseiros, corraborando com estudos científicos que comprovam 

a presença de compostos químicos nas mesmas. Para isto, testes são 

realizados para a extração e identificação do grupo químico presente. De 

acordo com Borges et al., (2011) a planta Elatostema rugosum apresentou 

atividade antiinflamatória e cicatrizante, e sugerindo a presença de 

flavonoides com estas propriedades. 

Antes de fazer a escolha da planta a ser estudada foi realizado um 

levantamento etnobotânico de espécies que apresentassem efeito 

antiiflamatório e cicatrizante. A partir destas informações foi escolhida a 

espécie Smilax fluminensis Steud., após seu o reconhecimento no Herbário, 

saber onde obter quantidade suficiente da planta para estudo, por não 

existir pesquisa química sobre a espécie, e pelo interesse científico. 

As citações etnobotânicas para o uso medicinal da espécie Smilax 

fluminensis indicam a infusão das folhas como sendo eficaz na cura de 

eczemas, infecções, no tratamento de diabete, problemas estomacais, de 

olhos, fraqueza, entre outras doenças, justificando a pesquisa (GUARIM 

NETO e MORAIS, 2003; MEDEIROS et al., 2007; ALVES et al. 2008).  

É nesse sentido que esse trabalho vê a possibilidade de conhecer, 

proteger e usufruir de maneira sustentável os benefícios que as plantas 

medicinais podem oferecer (ANDERSEN e MARKHAM, 2006). 
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Diante disso, torna-se importante a realização deste trabalho, a fim 

de identificar a presença de flavonóides em Smilax fluminensis Steud., além 

de incentivar a preservação do meio ambiente. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

Nesta revisão serão citados os trabalhos mais relevantes sobre análise 

de flavonoides existentes na literatura, com o objetivo de esclarecer alguns 

pontos importantes relacionados a este trabalho. Também, será abordado um 

pouco sobre as características da família Smilacaceae, aspectos botânicos da 

espécie Smilax fluminensis Steud e incidência de flavonoides no gênero 

Smilax. 

A classificação botânica para esta espécie é a seguinte:  

Reino: Plantae 

Divisão: Magnoliophyta 

Classe: Liliopsida 

Ordem: Liliales 

Família: Smilacaceae 

Gênero: Smilax  

Algumas das espécies do gênero Smilax encontradas no Brasil Figuras 

1 a 4. 

 

  

Figura 1:  Smilax fluminensis Steud., a) planta jovem; b) planta com frutos. 

a b 
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Laboratório de Anatomia Vegetal - ESALQ/LCB 

Figura 2: c) Smilax cissoides Martius ex Grisebach; d) Smilax brasiliensis 
Sprengel.  
 

 
Laboratório de Anatomia Vegetal - ESALQ/LCB 

Figura 3 : e) Smilax polyantha Grisebach; f) Smilax rufescens Grisebach. 
 

 
Laboratório de Anatomia Vegetal - ESALQ/LCB 

Figura 4:  g) Smilax fluminensis Steud; h) Smilax oblongifolia Pohl. 
 

 

c 

e f 

g h 

d 
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2.1 Levantamento botânico: a família Smilacaceae 

 

A família Smilacaceae  foi nomeada em 1799 e deriva do grego 

smîlaks akos, espinho ou raspador, nome nativo de uma trepadeira 

espinhosa comum sobre carvalhos europeus na região do mediterrâneo. É 

conhecida como japecanga: ya-ape-canga, que tem a casca seca, em tupi. 

A família é da ordem das Liliales, monocotiledôneas, composta de plantas 

dióica-s, lianas ou trepadeiras herbáceas, raramente arbustos ou 

subarbustos. Popularmente conhecida como salsaparrilha ou japecanga, 

cipó japecanga, aputá. Podendo ser encontrada também na floresta 

atlântica, floresta mesofila e pantanal, com ótima adaptação e ocorrência 

mundial (Figura 5), nas regiões tropicais e subtropicais (ANDREATA, 2006). 

 

 

Figura 5:  Regiões onde são encontradas as diversas espécies de Smilax. 
 

Na literatura existem mais de 615 espécies de Smilax, descritas por 

botânicos, no período de 1753 a 2010.  

O material pesquisado nesta revisão está dividido em 16 artigos 

sobre estudo botânico (Quadro 1, p.7), 28 artigos sobre atividade biológica 

(Quadro 2, p.9), 37 artigos sobre isolamento de flavonóides (Quadro 4, p.20) 

no gênero e substâncias isoladas de espécies do gênero Smilax (Quadro 5, 

p.20) 

Fonte: Index of /nh/maps/Plantae/Monocotyledoneae/Smilacaceae/Smilax out. 2012. 
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Quadro 1:  Estudo botânico de diversas espécies no gênero Smilax 

Espécie  Referência 

S.sifilitica 
WILLDENOW, 1806; VIREY, 1834; 
GRISENBACH, 1842; GEIGER, et al., 
1885; SILVA 2010 

S. rotundifolia e glauca HOLZINGER,1903 

S. obtusângula e áspera BERGER, 1953  

S.kraussiana SANSOME, 1959 

S. campestris GATTUSO, 1995  

S. goiazana PALHARES e SILVEIRA, 2005; 
PALHARES et al., 2009 

S. elastica, fluminensis, 
japicanga, quinquenervia, 
remotinervia, rufenses, espicato, 
satamina e estenofila 

ANDREATA, 2006 

S. fluminensis 
OLIVEIRA et al., 1973; ANDREATA e 
MENEZES, 1999; SOUZA et al., 2005; 
SOARES, 2010 

 

Foram encontrados alguns trabalhos sobre identificação botânica da 

Smilax fluminensis Steud., onde o mais recente abordou morfoanatomia, 

perfil químico e propagação da espécie (SOARES, 2010). 

2.2 O gênero Smilax 

 

O gênero Smilax compreende 615 espécies, com cerca de 390 

espécies reconhecidas, das quais 14 espécies são encontradas 

exclusivamente no Brasil com ampla distribuição. Algumas espécies são 

utilizadas na medicina popular e na indústria de fitoterápicos (ANDREATA, 

1995).  

As espécies brasileiras do gênero Smilax são lianas arbustivas ou 

subarbustivas, monocotiledôneas, podendo tornar escadente, quando 
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encontram suporte, com ramos e caules aculeados, folhas simples, alternas, 

glabras, providas de lâmina, pecíolo e bainha bem diferenciados 

(ANDREATA, 2006).  

Em várias partes do mundo é reconhecido o emprego de 

espécies de Smilax não só como medicinal (sistema subterrâneo, caule e 

folhas), mas também como recurso alimentício (“rizomas”, caules e folhas 

comestíveis) e para a construção (fibras) (MEDEIROS et al, 2007) 

Estas espécies apresentam ampla distribuição no Brasil, sendo 

encontradas em: São Paulo, Minas Gerais, Espírito Santo, Rio de Janeiro, 

Bahia, Pernambuco, Ceará, Maranhão, Pará, Roraima, Goiás, Mato Grosso, 

Mato Grosso do Sul, Paraná, estendendo-se para Argentina, Paraguai e 

Bolívia. (Andreata, 1997). 

No gênero Smilax são encontradas as seguintes classes de 

metabólitos secundários: saponinas esteroidais, flavonoides, ácidos 

fenólicos e taninos que variam em suas propriedades medicamentosas. 

 

2.2.1 A espécie Smilax fluminensis Steud 
 

A espécie Smilax fluminensis Steud., é conhecida popularmente por: 

salsaparrilha, japecanga, salsa, salsinha, quina-de-cipó, cipó-quina (Figura 

6). Sua distribuição ocorre desde a Bolívia, Paraguai, Argentina, e Brasil, 

onde a espécie é encontrada nos estados do Pará, Roraima, Bahia, Minas 

Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo e região centro-oeste.  

A identificação da espécie é muito complexa por basear 

principalmente em características do androceu, apresentar variabilidade 

morfológica, o que dificulta a identificação taxonômica (Figura 6). A 

caracterização citogenética contribui para o esclarecimento de problemas 

taxonômicos e para o aumento da confiabilidade de fitoterápicos (MARTINS 

e APPEZATTO-DA-GLÓRIA, 2006; ANDREATA, 1997). 
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 a 

 

Figura 6:  Smilax fluminensis Steud, a) Folhas, b) flores, c) frutos e d) planta 
jovem. 
 
2.2.2 Atividades biológicas descritas para o gênero   

 

Desde a antiguidade este gênero é reconhecido pelo efeito 

medicinal, onde o extrato de folhas e raízes é empregado para o tratamento 

de sífilis, brucelose, nefrite, gota, reumatismo, afecções cutâneas, asma, dor 

de dente, ferimentos, e também como antitumorogênico, antidiabete, 

antidemência, como depurativo do sangue, diurético e outros. O quadro 2 

apresenta de forma resumida os principais estudos.  

 
Quadro 2:  Alguns estudos sobre atividade biológica do gênero Smilax 
Atividade biológica/parte da planta Referências 

Atividade antioxidante 
(raiz, rizoma, folhas) 

XU et al., 2005; ZHANG et al., 2008; 
OZSOY et al., 2008; ZHAO et al., 
2008; KHAN et al., 2009; ZHANG et 
al., 2009; CHANG-WEI et al., 2011. 

Depurativo do sangue, diurético, 
doenças renais, antidiabético  
(rizomas e folhas) 

HARTWICH, 1902; PECKOLT, 1936; 
HOENE, 1955; CHHABRA et al., 
1993; LI et al., 2009; ABDALA et al., 
2008; Zhang et al., 2009;  

Antissifilítico (rizoma e folhas) HARTWICH, 1902 
Citotoxicidade a células HeLa, 
antitumoral, anticarcinogênica e 
hepatoprotetora   (rizomas) 

LIU et al., 2007; SA et al., 2008; XU et 
al., 2008; WU et al., 2010; 
WUNGSINTAWEEKUL et al., 2011. 

Reumatismo crônico e 
aterosclerose (rizomas e folhas) 

HOENE, 1955; HE, 2007, WU et al., 
2010. 

Doenças coronarianas e neuro-
degenerativas (rizomas e folhas) 

CHHABRA et al. 1993; BAN et al., 
2006; YE et al., 2007; CHEN et al., 
2011. 

b c d a 
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A seguir estão descritos alguns artigos abordando estudos 

envolvendo a atividade biológica em espécies do gênero Smilax.  

O extrato aquoso de rizomas de Smilax china apresentou efeito 

antiinflamatório e antinociceptivo quando comparado ao ácido acetil 

salicílico em ratos via gavagem, além do efeito de supressão da atividade 

da enzima ciclooxigenase (COX-2) (SHU et al., 2006). 

 No extrato de rizomas de Smilax glabra foram identificados os 

isômeros do flavonoide astilbina e da saponina smilagenina que 

apresentaram efeito de apoptose em células de hepatomas humanas 

HepG2 e Hep3B in vitro (SA et al., 2008).  

Sieboldogenina foi isolada da fração de acetato de etila do extrato 

bruto de S. china e apresentou atividade nos testes in vitro de lipooxigenase 

e atividade antiinflamatória in vitro e in vivo com ratos (KHAN et al., 2009). 

A atividade anticancerígena do extrato bruto de rizomas de Smilax 

china foi avaliada por ensaio clonogênico, ensaio de MTT e contra células 

HeLa. A fração rica em flavonoides apresentou boa atividade. Foram 

avaliadas a citotoxicidade e efeito antiproliferativo in vitro com canferol-7-O-

β-D-glicosídeo isolado, exibindo ótima atividade anticancerígena (LI et al., 

2007). 

O estudo com Smilax glabra sugere que o co-tratamento com ácido 

meso-2,3-dimercaptosuccínico pode melhorar a disfunção hepática e as 

alterações histopatológicas. Os resultados in vivo sugeriram o efeito protetor 

do extrato de Smilax glabra como agente quelante contra estresse oxidativo 

induzido e mostrou eficiência significativa na redução da carga de chumbo 

no sangue e tecidos de ratos (XIA  et al., 2010). 

Análises da fração de acetato de etila das raízes e rizomas de Smilax 

china permitiram a identificação de seis polifenóis que por bioensaios 

apresentaram atividade citotóxica nos testes contra tumor de mama para 

células tipo Michigan Cancer Fundation - 7 (MCF-7) e linhagem celular de 

câncer de mama (MDA-MB-231) com concentração efetiva, CE50 de 2,1 a 

38,9 µg/mL, e induziram ambos a apoptose (LI et al., 2010). 
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As saponinas esteroidais isoladas de rizomas de Smilax aspera 

foram avaliadas quanto a sua atividade citotóxica em células amnióticas 

normais e de câncer de pulmão de humanos, usando testes com 3-(4,5-

dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT), com valores entre 

32,98 -94,53 µM (IVANOVA et al, 2011) 

Todas as substâncias isoladas de rizomas de Smilax corbularia 

foram avaliadas quanto à atividade estrogênica e anti-estrogênica, usando 

células que respondem a estrogênios de câncer de mama humanas MCF-7 

e T47D, onde os flavanonóis ramnosídeos apresentaram efeito supressivo 

na concentração de 1 µM e atividade estrogênica na concentração de 

100 µM e aumentaram o efeito de co-tratamento E2 em células T47D na 

concentração de 0,1 µM (WUNGSINTAWEEKUL et al. 2011). 

Frações do extrato de Smilax china apresentaram atividade anti-

hiperuricemica e atividade nefroprotetora em ratos induzidos a 

hiperuricêmia. As substâncias isoladas: ácido caféico, resveratrol, rutina e 

oxiresveratrol, mostraram diferentes atividades de inibição na xantina 

oxidase em testes in vitro (CHEN et al., 2011). 

Extratos de rizomas, folhas e casca de Smilax canariensis mostraram 

um aumento da diurese, n-butanol (27%)  e extrato de acetato de etila (35). 

O aumento da diurese produzido por estes dois extratos foi muito próximo 

dos valores de hidroclorotiazida (32%) ou furosemida (39%), usado como 

diuréticos de referência (ABDALA et al., 2012). 

 

2.3 Considerações gerais sobre flavonoides 

 

Os flavonoides formam um grupo de cerca de 4000 compostos de 

ocorrência natural e são metabólitos secundários de plantas, responsáveis 

pelo crescimento, desenvolvimento e reprodução, desenvolvidos na 

adaptação ao estresse ambiental, seja na defesa contra a radiação 

ultravioleta ou agressão por patógenos (FALCÃO, 2006; CRUZ; SILVA, 

2010).  
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Os flavonoides são produtos de origem biossintética mista, 

biossintetizados através da rota (ou via) do ácido chiquímico (ou chiquimato) 

e também do acetato (acetil coenzima A). Flavonoides são grupos de 

compostos que apresentam uma estrutura comum caracterizada por dois 

anéis aromáticos (A e B) e um heterociclo oxigenado (anel C) (Quadro 3). A 

maioria dos compostos flavonoídicos encontrados na natureza é 

polissubstituída e apresenta no mínimo um grupo hidroxila.  

Quadro 3:  Esqueletos das principais classes de compostos polifenólicos 
Posição 

dos 
grupos 

OH 

Flavonol Flavanonol Flavan-3-ona 
 Antocianidina 

 
O

O

A

B

C

1

2

3

45
6

7

8
1'

2'

3'

4'

5'
6'

3'

O

OH

O

A

B

C

1

2

3

45
6

7

8
1'

2' 4'

5'
6' O

OH

A

B

C

2

3

5
6

7

8
1'

2'

3'

4

5
6'

O

OH

A

B

C

1

2

3

45
6

7

8
1'

2'

3'

4

5
6'

3'

O

OH

A

B

C

1

2

3

45
6

7

8
1'

2' 4

5
6'

3, 5, 7, 
3`, 4` Quercetina Taxifolina Catequina Cianidina 

3, 5, 7, 
4` Canferol   

Malvidina (3`, 
4`-OMe) 

5, 7, 3`, 
4` Luteolina    

3, 5, 7, 
3`, 4` 

Rutina 
(Quercetina-3-
O-Rutinosideo) 

   

5, 7, 4` Apigenina 
Flavanona 

Naringenina   

5, 7 Crisina    

3, 5, 7, 
3`, 4`, 5`    Delfinidina 
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2.3.1 Potencial Antioxidante dos flavonoides 

 

O método mais comum para a quantificação de flavonoides em 

produtos vegetais é o ensaio espectrofotométrico da reação do radical 2,2-

difenil-1-picril-hidrazila  (DPPH•), sendo um teste simples e muito utilizado 

para avaliar o potencial antioxidante (BLOIS, 1958).  

DPPH• é um radical livre estável, não-natural, cujas propriedades 

diferem dos radicais de oxigênio altamente reativos tais como a hidroxila, 

alcoxila e superóxido que desempenham um papel importante nos 

processos biológicos oxidativos. Inúmeros compostos químicos têm 

apresentado uma correlação estreita entre a atividade de redução do 

DPPH• e atividade antioxidante determinada para modelos biológicos e não 

biológicos (MALTERUD & RYDLAND, 2000). 

Antioxidantes são substâncias que podem retardar ou inibir a 

oxidação evitando o início ou a propagação das reações em cadeia de 

oxidação. Dessa forma, em nível celular, impede a oxidação de lipídeos e 

proteínas de membranas e danos ao núcleo celular. Estes compostos, 

geralmente apresentam estrutura química aromática e contém pelo menos 

uma hidroxila, podendo ser sintéticos, como o butil-hidroxianisol (BHA), 

butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butil hidroquinona (TBHQ) e o propil galato 

(PG), muito utilizados pela indústria de alimentos. O uso dos antioxidantes 

sintéticos teve início nos anos 40. A estrutura fenólica destes compostos 

(Figura 7) permite a doação de um hidrogênio a um radical livre, 

interrompendo o mecanismo de oxidação por radicais livres. Dessa maneira, 

os derivados fenólicos transformam-se em radicais livres e podem se 

estabilizar sem promover ou propagar reações de oxidação (RAMALHO & 

JORGE, 2006). 
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Figura 7:  Estrutura fenólica dos antioxidantes sintéticos: BHA - terc-butil-
hidroxianisol; BHT - terc-butil-hidroxitolueno; PG - propil galato; TBHQ - terc-
butil hidroquinona. 
 

Estudos toxicológicos têm demonstrado que os antioxidantes 

sintéticos apresentam efeito nocivo. O BHT está relacionado a doenças 

pulmonares (HOCMAN, 1988). O BHA induz hiperplasia gastrointestinal; e o 

TBHQ reduz o nível de hemoglobina e hiperplasia de células basais 

(CRUCES-BLANCO et al., 1999; MADHAVI; SALUNKHE, 1995 apud 

RAMALHO & JORGE, 2006). 

 Para avaliar a capacidade antioxidante dos compostos fenólicos 

existem diversos métodos que determinam à habilidade dos antioxidantes 

em sequestrar radicais, como o que envolve um radical cromóforo, 

simulando as espécies reativas de oxigênio, o DPPH• (2,2-difenil-1-

picrilhidrazila) (Figura 8). É o mais empregado devido a sua rapidez, 

praticidade e sensibilidade nas análises (BOLONI; MIRANDA & FRAGA, 

2006; SOUSA et al., 2007; BORGES, 2011).  

A solução metanólica do DPPH•, de coloração púrpura violeta, 

absorve luz no comprimento de onda de 515 nm. Por ação de um 

antioxidante, ou uma espécie radicalar (R•), o DPPH• é reduzido formando 

2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H) (Figura 8).  Nesta reação, a solução 

metanólica de DPPH•, de coloração violeta, torna-se amarelada, forma 

reduzida, em virtude da presença do grupamento picril e o grau desta 

descoloração, que é monitorada espectrofotometricamente, indica a 

habilidade do antioxidante em sequestrar o radical livre. Os resultados 

podem ser expressos em porcentagem de sequestro de radicais e/ou por 

porcentagem de DPPH• remanescente no meio reacional (MIRANDA & 

FRAGA, 2006; SOUSA et al., 2007; BORGES, 2011). 



15 
 

Os compostos químicos como polifenóis, têm a capacidade de 

capturar e deslocar elétrons, caracterizando essas substâncias com 

propriedades antioxidantes. Assim, o ensaio de redução do radical livre 

DPPH•, um teste de previsão do potencial antioxidante, pode ser utilizado 

para o rastreio de substâncias químicas sintéticas e de produtos naturais 

(MIRANDA & FRAGA, 2006), Figura 8. 

 

O

CH3

CH3

CH3
CH3

H3C

CH3
H3C

N

N

NO2O2N

NO2

NH

N

NO2O2N

NO2

DPPH. (forma oxidada) 
                 (violeta) 

+

BHT (forma oxidada)

  
DPPH H  (forma reduzida)
                     (Amarelo) 

OH

CH3

CH3

CH3
CH3

H3C

CH3
H3C

BHT (forma reduzida)

+

 

 
Figura 8:  Reação colorimétrica de oxi-redução entre o radical DPPH• - 2,2-
difenil-picril-hidrazila e o BHT - butil-hidroxitolueno. 
 

O interesse em avaliar a capacidade antioxidante das plantas é 

devido à presença de compostos fenólicos e de flavonoides, encontrados 

nas frutas, vegetais, grãos, nozes, folhas e flores, como responsáveis pelas 

propriedades antioxidantes (RAMARATHNAM et al., 1995; MOURE et al., 

2001). 

 

2.3.2 Os Radicais livres 

 

Os radicais livres são substâncias formadas endogenamente no 

organismo humano ao longo do processo oxidativo, como a respiração. Os 

radicais possuem um ou mais elétrons desemparelhados em seu orbital 

externo. Um radical pode ser formado pela perda ou ganho de um elétron 

de um não radical, ou através de fissão homolítica de uma ligação covalente 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; BRASILEIRO-FILHO, 2006). 
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O papel das reações dos radicais livres nas doenças humanas, na 

biologia e na toxicologia é a deterioração. A oxidação lipídica é responsável 

pelo desenvolvimento de sabores e odores desagradáveis em alimentos, 

tornando-os impróprios para consumo, pela degradação de vitaminas 

lipossolúveis e de ácidos graxos essenciais, e com formação de compostos 

poliméricos tóxicos (RAMALHO & JORGE, 2006; ROESLER et al., 2007). 

O estresse oxidativo é resultado do desequilíbrio entre as espécies 

reativas de oxigênio (EROs), nitrogênio (ERNs) e o sistema de defesa 

antioxidante presente no organismo. Em condições fisiológicas do 

metabolismo celular aeróbio, o O2 sofre redução tetravalente, com aceitação 

de quatro elétrons, resultando na formação de H2O. Durante esse processo 

são formados intermediários reativos, como os radicais superóxido (O2
•), 

hidroperoxila (HO2
•-), hidroxila (•OH) e, o não radical, peróxido de hidrogênio 

(H2O2). Normalmente, a redução completa do O2 ocorre na mitocôndria, e a 

reatividade das EROs é neutralizada com a entrada dos quatro elétrons. O 

radical superóxido (ou ânion superóxido) (O2
•) é o mais comum e abundante 

radical existente nas células (COHEN, 1989, ARORA et al., 2002; SAHU et 

al., 2010), porém o radical hidroxila é o mais nocivo. 

O radical livre pode ser gerado por fontes endógenas 

desencadeadas por diversas atividades como a respiração, inflamações, 

ação dos peroxissomos, alimentação, além da ação de enzimas. As fontes 

exógenas geradoras de radicais livres são: ozônio, radiações gama e 

ultravioleta, medicamentos, dieta, cigarro, poluição do ar, solventes 

orgânicos, anestésicos, pesticidas, atividades que causem algum tipo de 

estresse e alimentos inadequados. A partir disso várias patologias têm sido 

identificadas como: artrite, aterosclerose, diabetes, catarata, esclerose 

múltipla, inflamações crônicas, disfunção cerebral, cardiopatias, enfisema, 

envelhecimento, câncer, etc. (AMES et al., 1993; BIANHI; ANTUNES, 1999 

apud NASCIMENTO, 2010). 

Para diminuir os efeitos nocivos dessas moléculas, devem-se incluir 

elementos que doem espontaneamente os elétrons que estão faltando nos 
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seus orbitais, impedindo a ação do radical oxigênio e a reação em cadeia da 

formação de novos radicais livres, caracterizados pelos antioxidantes, 

presentes em frutas e vegetais (ARORA et al., 2002; NASCIMENTO, 2010; 

SAHU et al., 2010). 

 

2.3.3 Flavonoides como antioxidantes 
 

Os benefícios dos flavonoides estão geralmente relacionados às 

propriedades antioxidantes e inativadoras de radicais livres. Estas 

moléculas são consideradas ingredientes ativos nas plantas medicinais, 

pois possuem a capacidade de proteger o organismo sequestrando os 

radicais livres produzidos pelo organismo ou obtido através da alimentação 

(GALIZIA et al., 2001; ISHIGE et al., 2001). Há relatos que relacionam a 

redução de doenças crônicas e degenerativas com o aumento da ingestão 

de dietas ricas em antioxidantes (ROESLER et al., 2007). 

Vários estudos abordam o potencial antioxidante de algumas 

espécies de Smilax, tais como: S. china (LEE et al., 2001; XU et al., 2005; 

ZHAO et al., 2008; KHAN et al., 2009), S. glabra (ZHANG et al., 2009; XIA, 

2010); S. campestris (Rugna et al., 2007), S. excelsa (OZSOY et al., 2008), 

S. aspera (LONGO & VASAPOLLO, 2006) e S. bracteata (ZHANG et al., 

2008) S. lanceaefolia (LAITONJAM & KONGBRAILATPAM, 2010). 

 

2.4 Uso de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência  para análise de 
Flavonoides  

 

Algumas das principais técnicas de separação de compostos 

fenólicos são: Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), a 

cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia de poliamida e a 

eletroforese de papel. A CCD ainda é um meio de análise de flavonóides 

muito acessível. A CLAE desde a sua introdução na década de 1970 é 

usada para separação e fracionamento de polifenóis e de todas as classes 

de flavonoides, como um método rápido, simples e versátil em extratos 
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vegetais e por isso muitos trabalhos de revisão descrevem o método tais 

como o de Marston e Hostettmann (2009), que se referem às aplicações da 

CLAE para análise qualitativa e quantitativa de flavonoides. 

Os flavonoides podem ser separados, quantificados e identificados 

em uma operação por acoplamento da CLAE com detector ultravioleta (UV), 

espectrômetro de massa ou com ressonância magnética nuclear (RMN). 

Ainda, recentemente, a técnica de eletroforese capilar (EC) vem ganhando 

atenção pelos pesquisadores. Uma característica que confere grande 

benefício para a análise de flavonoides é a presença do anel aromático. 

Este excelente cromóforo é, naturalmente, UV ativo e por esta razão os 

flavonoides são fáceis de detectar. Os espectros de UV são informativos, 

proporcionando informação estrutural que permite distinguir o tipo de fenol e 

da oxidação padrão. 

Grande número de técnicas tem sido utilizado para a separação e 

extração de flavonoides. Estas incluem: CLAE, sistema eletroforese (CE)-

DAD, contra corrente, além de diversas fases estacionárias como: Diaion, 

Amberlite XAD-2 e XAD-7, Fractogel TSK/Toyopearl HW-40, resinas de 

filtração Sephadex. Entre outros a escolha de métodos e estratégias varia 

de grupo de pesquisa e depende muitas vezes da classe dos flavonoides 

estudados (ANDERSEN & MARKHAM, 2006). 

A separação física da CLAE depende da composição de duas fases: 

veículo fluído (fase móvel) e fase estacionária. O uso de pressões elevadas 

permite uma redução no diâmetro das partículas da fase estacionária (na 

ordem de até 3,0 µm), localizada no interior da coluna cromatográfica, que 

resulta em maior área superficial e sítio de absorção, o que promove uma 

separação mais eficiente dos componentes da amostra. Essas partículas 

minúsculas permitem o uso de colunas, volumes de amostras e de fase 

móvel em menor escala (SKOOG, 2002; RIBANI et al., 2004; YANG et al., 

2008). 

A cromatografia é uma técnica analítica de caracterização, detecção 

e separação, que pode ser utilizada para: identificação de compostos, por 



19 
 

comparação com padrões previamente existentes; purificação de 

compostos, separando as substâncias indesejáveis e, separação dos 

componentes de uma mistura. Este método possui alta sensibilidade, 

flexibilidade, especificidade e estabilidade, fácil adaptação para 

determinações quantitativas precisas, adequação à separação de 

compostos não voláteis ou termicamente frágeis, e aplicáveis às 

substâncias de grande interesse para a indústria. A dificuldade do método 

relaciona-se ao elevado custo, velocidade analítica limitada e dificuldade de 

aprendizagem do método (RIBANI et al., 2004). 

Este sistema pode ser usado com fins preparativos, para separar 

compostos em pequenas concentrações, com pequeno tempo de análise e 

permitindo a otimização e seletividade no processo de separação, com 

possibilidade de acoplamento a outras técnicas de detecção (SKOOG, 

2002). 

2.5 Isolamento e identificação de flavonoides no gê nero Smilax 

 

No gênero Smilax foram isoladas muitas substâncias (Quadro 4) com 

destaque para: astilbina, neosmitilbina, taxifolina, isoastilbina, trans-

resveratrol, saponina, quercetina, canferol, isoramnetina, apigenina, 

catequina, diidrocanferol, scirpusina, canferol-3,7-O-α-L-

diramnopiranosídeo, rutinosídeo, smilasídeo, helonioisídeo, furostanol, β-

sitosterol, ácido gálico, ácido caféico, ácido gentísico, entre outros.  

Foram encontrados 37 artigos sobre isolamento de substâncias 

químicas em diversas espécies do gênero Smilax, destes, cinco grupos de 

pesquisadores estudaram as folhas, um utilizou os frutos e os demais 

analisaram rizomas, foram abordados apenas os principais artigos. 

O Quadro 4 apresenta algumas espécies do gênero Smilax 

estudadas e número de compostos isolados e no Quadro 5 são descritas as 

substâncias isoladas em algumas espécies do gênero Smilax e a parte da 

planta utilizada. 
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Quadro 4:  Espécies do gênero Smilax e número de compostos isolados 

 

Quadro 5:  Substâncias isoladas de espécies do gênero Smilax 

Espécie Substância Parte da 
planta 

Referência 

Smilax 
glabra 

astilbina; engeletina; ácido O-(3)-cafeoil 
chiquímico; ácido chiquímico; ácido 
ferúlico; α-sitosterol; glicose 

rizoma CHIEN & 
ADAM, 1979 

3-O-α-L-ramnopiranosil-(1→2)-[α-L-
ramnopiranosil-(1→6)]-β-D-glicopiranosil 
3β,20α-diidroxi-5α-furostano-22(23)-eno-
26-O-β-D-glicopiranosídeo, Riparosídeo B, 
3-O-α-L-ramnopiranosil-(1→2)-[α-L-
ramnopiranosil-(1→6)]-β-D-glicopiranosil-
3β,16β-diidróxi-5α-pregnan-20-ona-16-O-
[ácido 5-O-β-D-glicopiranosil-5-hidróxi-4-
metil-pentanoico] éster 26-O-β-D-
glicopiranosídeo, ácido sucrosil ferúlico, 7-
O-metil-10-oxitimol gentiobiosídeo 

rizoma LI et al., 
2007 

 taxifolina, neoastilbina, astilbina, 
neoisoastilbina, isoastilbina rizoma 

CHEN et 
al., 2007 

neosmitilbina rizoma CHEN et 
al., 2002 

Espécie 
do gênero 

Compostos 
isolados Referência 

glabra 25 

CHIEN & ADAM, 1979; CHEN et al., 2002; 
CHEN et al., 2007; GUO et al., 2007; LIU et al., 
2007; LI et al., 2009; ZHANG et al., 2011; 
KUBOTA et al., 2010 

sieboldii 12 WOO, DO & SON, 1992 

campestris 12 RUGNA, GUMI & WAGNER, 2002;  RUGNA et 
al., 2007 

bracteata 16 LI et al., 2002;  ZHANG et al., 2008 
riparia 8 CHO et al., 2003; LI et al., 2006 

china 25 
CHA & LEE, 2007; SHAO et al., 2007; XU et 
al., 2008; SHAO, GUO & GUO, 2009; ZHAO et 
al., 2009 

ferox 6 YANG e GUO, 2010 

aspera 6 IVANOVA  et al., 2011 

bockii 16 GUO  et al., 2004; XU et al., 2005 

corbularia 48 WUNGSINTAWEEKUL  et al., 2011 
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Substância Parte da 
planta Referência 

astilbina, 3-O-metilastilbina rizoma GUO et al., 
2007 

β-ciclodextrina astilbina, taxifolina, ácido 
5-O-cafeoil chiquímico, ácido chiquímico, 
trans-resveratrol 

rizoma ZHANG et 
al., 2009 

trans-resveratrol, trans-resveratrol-3-O-
glicopiranosídeo, 3-O-glicopiranosil 
diosgenina, saponina, pocianidina B2 

rizoma KUBOTA et 
al., 2010 

Smilax 
sieboldii 

smilaxina A, smilaxina B, smilaxina, 
sieboldiina A, sieboldiina B, laxogenina-3-
O-α-L-arabinopiranosil (1→6)-β-D-
glicopiranosídeo, laxogenina-3-O-β-D-
glicopiranosil (1→4)-[α-L-arabinopiranosil 
(1→6)]-β-D-glicopiranosídeo, tigogenina-
3-O-β-D-glicopiranosil-(1→4)-[α-L-
arabinopiranosil (1→6)]-β-D-
glicopiranosídeo, sieboldogenina-3-O-β-D-
glicopiranosil (1-4)-[α-L-arabinopiranosil 
(1→6)-β-D-glicopiranosídeo, 
sieboldogenina 3-O-α-L-arabinopiranosiI 
(1→6)]-β-D-glicopiranosídeo, 
sieboldogenina, 5α,25(S)-spirostano-6-
ona-3β,27-diol 

rizoma 
WOO, DO 

& SON, 
1992 

Smilax 
campestris 

quercetina, canferol, isoramnetina rizoma 

RUGNA, 
GUMI & 

WAGNER, 
2002 

quercetina, canferol, isoramnetina, 
rutinosídeo, quercetina 3-O-glucosídeo, 
canferol 3-O-glucosídeo e 
leucoantocianidinas 

rizoma RUGNA et 
al., 2007 

Smilax 
bracteata 

(2S,3S)-5-O-β-D-glicopiranosiloxi-6-metil-
3′-metóxi-3,7,3′-triidroxiflavona, (2S,3S)-5-
O-β-D-glicopiranosiloxi-6-metil-4′-metóxi-
3,7,4′-triidróxi flavanona, 3β-(3′,5′-
diidroxifenil)-2-α-(4′′-hidroxifenil)-
diidrobenzofurano-5-carbaldeídeo (1-p-O-
coumaroil-6-O-feruroil)-β-D-frutofuranosil-
α-D-glicopiranosídeo, (1-p-O-coumaroil-
3,6-di-O-feruroil)-β-D-frutofuranosil-α-D-
glicopiranosídeo, (6-O-feruroil)-β-D-
frutofuranosil-(6-O-acetil)-α-D-
glicopiranosídeo 

rizoma LI et al, 
2002 



22 
 

Substância Parte da 
planta Referência 

smilasídeos G–L, helonioisídeo A, 
heloniosídeo B, smilasídeo E, (1-p-O-
coumaroil-6-O-feruroil)-β-D-frutofuranosil-
α-D-glicopiranosídeo 

rizoma ZHANG et 
al., 2008 

Smilax 
riparia 

apigenina 7-O-α-L-ramnopiranosil-(1→2)-
β-D-glicopiranosídeo, catequina-(4α→6)-
epicatequina, apigenina 7-O-α-L-
ramnopiranosil-(1→6)-β-D-
glicopiranosídeo, 

folhas CHO et al., 
2003 

 

3-O-α-L-ramnopiranosil-(1→2)-[α-L-
ramnopiranosil-(1→6)]-β-D-glicopiranosil; 
3β,20α-diidroxi-5α-furostano-22(23)-ena 
26-O-β-D-glicopiranosídeo, riparosídeo B, 
3-O-α-L-ramnopiranosil-(1→2)-[α-L-
ramnopiranosil-(1→6)]-β-D-glicopiranosil 
3β,16β-diidroxi-5α-pregnano-20-ona 16-O-
[ácido 5-O-β-D-glicopiranosil 5-hidroxi-4-
metil-pentanoico] éster 26-O-β-D-
glicopiranosídeo, ácido éster sucrosil 
ferúlico e 7-O-metil-10-oxitimol 
gentiobiosídeo 

rizoma LI et al, 
2006 

Smilax 
china 

diidrocanferol, 3, 5, 4'-triidroxistilbena, 3, 
5, 2', 4'-tetraidroxistilbena, diidrocanferol 
3-O-α-L-ramnosídeo engeletina e 
quercetina 4'-O-β-D-glicosídeo 

rizoma FENG et 
al., 2003 

canferol-7-O-β-D-glicosídeo rizoma LI et al., 
2007 

 taxifolina-3-O-glicosídeo, trans-
resveratrol, oxiresveratrol, engeletina,  
resveratrol, scirpusina A 

rizoma 
SHAO et 
al., 2007 

canferol-7-O-α-L-ramnopiranosídeol, 
canferol-3,7-O-α-L-diramnopiranosídeol folhas CHA e LEE, 

2007 

astilbina, canferol-7-O-β-glicosídeo  XU et al., 
2008 

diidrocanferol-S-O-β-D-glicosídeo, 
diidroquercetina-3-O-glicosídeo,  
3, 5, 7, 3', 5'-pentaidroxi-flavanonol, 
astilbina, quercetina-3'-O-glicosídeo,
scirpusina A, trans-resveratrol, 
resveratrol, engeletina, isoengeletina, 
oxiresveratrol 

rizoma e 
raízes 

SHAO, 
GUO e 

GUO, 2009 

resveratrol, oxiresveratrol, 3, 5, 3′ , 4′ -
tetraidroxil astilbina 

rizoma ZHAO et 
al., 2009 
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 Substância Parte da 
planta Referência 

Smilax 
bockii 

canferol, quercetina, isoramnetina, 
canferol-7-O-β-D-glicopiranosídeo, 
diidrocanferol 

rizoma 
XU et al., 

2004 

engeletina, isoengeletina, n-butil-β-D-
frutopiranosídeo, ácido caféico 

rizoma XU et al., 
2005 

Smilax 
ferox 

diidrocanferol, canferol, astilbina, 
engeletina, resveratrol e β-sitosterol 

rizoma YANG e 
GUO, 2010 

Smilax 
corbularia 

(2R,3R)-2″-acetil astilbina, (2R,3R)-3″-
acetil astilbina, (2R,3R)-4″-acetil astilbina, 
(2R,3R)-3″-acetil engeletina, (2R,3S)-4″-
acetil isoastilbina, 2-(4-hidroxifenil) - 3, 4, 
9, 10 – tetraidro - 3, 5 - diidroxi -10-(3, 4-
diidroxifenil)-(2R,3R,10R)-2H,8H-benzo [1, 
2-b:3, 4-b′] dipiran-8-ona, 2-(4-
hidroxifenil)-3,4,9,10-tetraidro-3, 5-diidroxi-
10-(3, 4-diidroxifenil)-(2R, 3R, 10S)-2H, 
8H-benzo [1,2-b:3,4-b′] dipiran-8-one, 3,4-
diidro-7-hidroxi-4-(3,4-dihidroxifenil)-5-
[(1E)-2-(4-hidroxifenil) etenil]-2H-1-
benzopiran-2-ona, 3,4-diidro-7-hidróxi-4-
(3,4-dihidroxi-fenil)-5-[(1E)-2-(3,4-
dihidroxifenil) etenil]-2H-1-benzopirano-2-
1, 3,4-diidro-7-hidroxi-4-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-5-[(1E)-2-(4-hidroxifenil) 
etenil]-2H-1-benzopiran-2-ona, e 5,7,3′,4′-
tetrahidroxi-3-fenilcoumarina 

rizoma 

 
WUNGSINT
AWEEKUL 
et al. 2011 

Smilax 
aspera 

(25S)-26-O-β-D-glicopiranosil-5β-
furostano-1β,3β,22α,26-tetraol-1-O-β-D-
glicopiranosídeo, (25S)-26-O-β-D-
glicopiranosil-5β-furostano-1β,2β,3α,26-
hexaol e (25S)-26-O-β-D-glicopiranosil-5β-
furostano-3β,22α,26-triol-3-O-α-L-
ramnopiranosil-(1→2)-O-β-D-
glicopiranosil-(1→2)-O-β-D-
glicopiranosídeo e (25S)-26-O-β-D-
glicopiranosil-5β-furostano-3β,22α,26-triol-
3-O-β-D-glicopiranosil-(1→2)-O-β-D-
glicopiranosídeo; trans-resveratrol; (+) 
catequina; (-) epicatequina 

rizoma IVANOVA 
et al, 2011 

 

Abaixo são apresentadas as estruturas de algumas substâncias 

isoladas no gênero Smilax (Figura 9). 

 



24 
 

OH

O
HO

CH3

OH

OHO

O

OH O

OH

OH

 
astilbina 

OHO

OH O

OH

O

OH

O

HO

OH
HO  

engeletina 

OHO

OH O

OH

OH

 
 

canferol 

HO

OH

OH

 
resveratrol 

OHO

OH

OH O

OH

OH

 
taxifolina 

OHO

OH O

OH

OH

OCH3

 
isoramnetina 

O

OH

OH

OH O

O

O

OH

HO

OH

CH3

Canferol-7-O-β-D-glicosídeo

O

OH

HO

OH

OH

OH

 
epicatequina 

R1

H

H

R3

R2 COOH

 
ác.caféico R1=H; 

R2=R3=OH 
ác.transcoumarico 

R1=H;R2=R3=H 

O

O
O

OH

OH
HO

OH

O

HO
HO OH

CH2OH

 
 

taxifolina-3-O-glicosídeo 

O

HO

HO
OH

OH

OH

OH

 
scirpusina A 

R1

COOH

H

OH

R3

R2

 
ác.gálico R1=H; 

R2=R3=OH 
ác.protocatecóico 
R1=R2=H;R3=OH 

ác.gentísico R1=OH; 
R2=R3=H 

Figura 9  – Estruturas de alguns flavonoides isolados no gênero Smilax. 
 

Para o isolamento dos compostos de espécies do gênero Smilax 

foram utilizados vários métodos: CLAE, sistema eletroforese (CE)-DAD, 

sonificação, microondas, contra corrente e diversas resinas, como: sílica 

gel, Sephadex, amberlite XAD e celulose; foram identificados por CLAE, 
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RMN 1H e 13C e espectrometria de massas (m/z) (CHEN et al., 2007; YANG 

et al., 2008; ZHANG et al., 2009; IVANOVA et al., 2011). 

Para a determinação estrutural de flavonoides a ressonância 

magnética nuclear (RMN 1H e 13C) é uma técnica bastante útil, por meio da 

relação entre energia absorvida e a frequência, medida na faixa de 

megahertz (MHz) do espectro eletromagnético. Este método é útil para 

identificar a origem e a pureza dos produtos estudados (CORREIA; 

SKOOG, 2002) o que possibilita determinar o tipo de flavonoide, analisando 

os sinais relativos ao anel C e o padrão de substituição para o anel A e B. 

A demanda, aliada à vasta diversidade brasileira, surge como uma 

grande oportunidade e indica a necessidade de estudos de bioprospecção, 

assumindo que a flora brasileira é verdadeiramente um valioso e promitente 

acervo de novas e potenciais substâncias.  

Contudo, é necessário reconhecer que pesquisas sobre a 

composição química, a atividade biológica, o modo de ação, a eficiência no 

sistema de produção e a toxicidade de plantas e respectivos metabólitos 

são indispensáveis para o uso seguro dos produtos alternativos. 

Assim, considerando a importância da biodiversidade, da 

bioprospecção de novas moléculas e da classe de flavonoides para a 

saúde, como já foi descrito, foram propostos os objetivos a seguir. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 
 

Contribuir para o estudo químico do gênero Smilax por meio do 

estudo fitoquímico da espécie Smilax fluminensis Steud., utilizando CLAE e 

avaliação do potencial antioxidante. 

 

3.2 Objetivos Específicos 
 
 

� Identificar e quantificar flavonoides em extrato de folhas de Smilax 

fluminensis Steud., utilizando a Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência; 

� Avaliar o potencial antioxidante de extratos e frações, através da 

técnica de supressão de radicais livres, empregando-se o radical 

2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH•); 

� Isolar e elucidar a estrutura de flavonoides da espécie usando 

técnicas de cromatograficas, Ressonância Magnética Nuclear e 

espectrometria de massas. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Solventes e equipamentos  

 

As folhas foram selecionadas, lavadas em água corrente e secadas 

sob ventilação à temperatura ambiente por sete dias, a moagem foi num 

Triturador Trapp modelo TRF-70 1,5 CV, com granulometria média de 1,0 

mm. 

Os solventes utilizados no preparo dos extratos e na eluição das 

colunas cromatográficas (acetato de etila, acetona, clorofórmio, ácido 

acético, diclorometano, etanol e metanol) apresentaram pureza analítica.  

A concentração do extrato foi feita sob pressão reduzida de 600 

mmHg em evaporador rotativo IKA RV 05 basic, com temperatura média do 

banho termostático de 40 °C, equipado com bomba par a vácuo Kolbach 

modelo 131 1/4CV. 

Para a leitura de absorbância na análise da atividade antirradicalar 

foi utilizado um espectrofotômetro UV-vis-Varian, modelo Cary 50, em 

cubeta de quartzo com caminho óptico de 1,0 cm e capacidade de 3,0 cm3 e 

leitura a 517 nm em temperatura ambiente de aproximandamente 25 °C. 

Foram usados outros equipamentos: Balança analítica Shimadzu, 

modelo AY220, com capacidade máxima de 220,0000 g; Máquina de Gelo, 

Everest; Estufa de secagem e esterilização Solab; Ultra purificador de água, 

Gehaka, condutância máxima de 0,05 µScm-1; banho ultrassônico Unique; 

micropipetas automáticas da Capp. 

 

4.2 Cromatografia em camada delgada 
 

As placas para cromatografia em camada delgada comparativa 

(CCDC) foram preparadas com sílica gel 60 F254 da Merck e em 

cromatoplacas pré-preparadas de sílica gel 60 da Merck e eluídas com 

clorofórmio e metanol em proporções variadas, segundo a polaridade. Para 
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revelação das substâncias, as cromatoplacas foram expostas a vapores de 

iodo e irradiação de luz ultravioleta com λ = 254 nm e 366 nm em Câmara 

UV - Biothec. 

 
4.3 Fase estacionária em sílica gel 60 

 

As colunas cromatográficas de baixa pressão foram preparadas 

utilizando gel de sílica, com tamanhos de partícula de 60 A (70-230 mesh), 

marca Merck, que representou cerca de vinte vezes a massa da pastilha 

(extrato + sílica), sendo suspendida com o primeiro solvente da fase móvel 

do gradiente em ordem crescente de polaridade (hexano, diclorometano, 

acetato de etila, metanol, metanol/água, água/ácido acético) e empacotada 

em coluna de vidro até total decantação e estabilização da sílica. A pastilha 

foi preparada com extrato incorporado à sílica na proporção de 1:1, a 

mistura foi homogeneizada até formar um pó fino e então aplicada no topo 

da coluna, seguido de eluição de acordo com gradiente crescente 

polaridade. As frações foram coletadas de acordo com o tamanho da coluna 

e da fração, variando entre 50 mL a 250 mL. 

 

4.4 Fase estacionária composta por Sephadex TM LH20 
 
 

A fase estacionária SephadexTM LH20 (75,0 g) foi ativada em 

metanol (500 mL) como fase móvel e mantida em repouso por 24 horas, 

seguido de empacotamento em coluna de vidro (4,0 cm x 60,0 cm), sendo  

o solvente (metanol) de eluição passado até sua completa estabilização. O 

extrato (1,2 g) foi dissolvido com o mínimo possível de eluente e filtrado em 

cartucho de filtração C18 (Supelco) e então aplicado no topo da coluna, 

sendo eluído até completo esgotamento. A relação amostra x fase 

estacionária representou 40 pratos teóricos (proporcional a altura da 

amostra), coletando frações de 3,0 mL a 10 mL da amostra, visando a 

purificação do composto. 
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4.5 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência UV/Vis  (CLAE-UV) 

 

As análises cromatográficas foram realizadas com um equipamento 

de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), marca Varian Pro Star 

325 UV/VIS equipado com detector UV-dual wavelength, operado por 

programa Galaxy.  

A separação cromatográfica foi efetuada utilizando coluna Gemini 

Phenomenex®  C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm), equipada com pré coluna 

Gemini Phenomenex® C18 (4,0 x 3,0 mm).  

Nas análises por CLAE-UV foram usados os solventes (acetonitrila, 

ácido trifluoroacético e metanol) pureza HPLC, obtidos comercialmente da 

Merck e os padrões utilizados foram: apigenina, canferol, quercetina, 

quercitrina e rutina adquiridos de Sigma Life Science e Fluka, os padrões 

amentoflavona e agastiflavona foram isolados de folhas de Cenostigma 

macrophyllum, a taxifolina foi isolada de folhas de Casearia gossypiosperma 

e hidroquinona foi isolada de folhas de Casearia decandra (VIEIRA 

JUNIOR, 2010). Estes padrões isolados tiveram suas estruturas elucidadas 

por análises de RMN de 1H e 13C, espectrometria de massas e identificadas 

na Universidade Estadual de São Paulo, em Araraquara-SP.  

 

4.5.1 Preparo das amostras para análise via CLAE ( Clean-up)  

 

Todos os extratos e frações analisadas via CLAE foram submetidas 

previamente à extração em fase sólida (SPE) em cartuchos (Supelco
®
) de 

fase reversa (C18) composto por: 500 mg de adsorvente, membrana filtrante 

de Fluoreto Polivinidileno (PVDF) 17 mm x 0,45 µm (Varian Syringe Filter), 

sendo ativados com 4,0 mL de metanol e eluídos com 5,0 % de água ultra 

pura. Cada fração obteve o volume final da fase móvel de 5,0 mL, com 

concentração de 1000 ppm. As frações metanólicas foram filtradas em 

discos (Millipore
®
) com poro 0,45 µm, analisadas por CLAE-UV/dual 

wavelength.  
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4.5.2 Método de Análise por CLAE 

 

A caracterização química das frações e subfrações seguiu a 

metodologia de Chen et al., (2007) e Soares (2010) com adaptações. O 

método de detecção simultânea foi realizado com padrões autênticos dos 

flavonoides taxifolina, quercitrina, rutina, quercetina, canferol, apeginina, 

agatisflavona e amentoflavona, cromatograma na Figura 17, (pág. 58). 

As amostras do extrato bruto, frações e subfrações foram filtradas 

em cartucho de purificação Supelco e eluídas por CLAE utilizando o 

gradiente apresentado no Quadro 6 e detectadas a 254 nm e 360 nm. 

 

Quadro 6:  Sistema cromatográfico utilizado nas análises de CLAE. 

Solvente A TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) 

Solvente B (TFA: ACN) 
(ACN/MeOH) 

(0,05: 99,95) 
(20/80)(V/V) 

Gradiente 0-50 min (5%B -100%B) 
50-60 min (100%B) 

Fluxo 1,0 mL/min 

Volume de injeção 20,0 µL 

 

 

4.5.3 A quantificação de flavonoides 

 

A quantificação de flavonoides foi feita pela área da integração dos 

picos gerados e correlacionados com a área do tolueno diluído à 

concentração de 20 ppm e as amostras injetadas (inclusive padrões) na 

concentração de 1000 ppm, destas soluções, utilizou-se: 50 µL de tolueno / 

100 µL de amostra.  Sendo preparada uma solução final composta por 150 

µL. Devido a diluição da solução, o cálculo da concentração foi corrigido 

para 6,6 ppm de tolueno, considerado o solvente da solução final. Foi 
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escolhido o tolueno devido ao tempo de retenção diferente das substâncias 

presentes na amostra (Figura 18, p. 59 e Figura 19, p.60). 

 

4.5.4 Fortificação da amostra com uso de padrão 

 

Para comprovação da presença do flavonoide identificado por CLAE, 

que apresentou pico com alta concentração do flavonoide,  foi realizada a 

fortificação da amostra. Para injetar no CLAE foi preparada uma solução 

composta pelo padrão do flavonoide identificado no cromatograma com 

concentração de 1000 ppm e as amostras também na concentração de 

1000 ppm. Utilizou-se: 20 µL da solução padrão e 50 µL de amostra.  Sendo 

preparada uma solução final composta por 70 µL. Devido a diluição da 

solução, o cálculo da concentração foi corrigido para 285 ppm, considerado 

o solvente da solução final. 

 

4.6 Ressonância Magnética Nuclear 
 
 

A Ressonância Magnética Nuclear foi realizada em equipamento 

Varian Modelo: Mercury 300 MHz. Os espectros unidimensionais de RMN 

de 1H de 13C foram obtidos no Departamento de Química, da UFMT, e 

registrados em espectrômetro operando a 300 MHz para o núcleo de 1H e 

75 MHz para 13C, utilizando-se metanol deuterado da Merck em tubos de 

5,0 mm com a amostra. 

 

4.7 Espectrometria de massas 

 

Os espectros de massas foram obtidos no IQ – UNESP (Araraquara) 

em um espectrômetro de massas LCQ Fleet da Thermo Analitica, equipado 

com um dispositivo de inserção direta da amostra via análise por injeção em 

fluxo contínuo (FIA). A amostra foi analisada no modo de ionização por 

electrospray (ESI) e as fragmentações em múltiplos estágios (MS2,) 
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realizadas em uma interface do tipo ion-trap (IT). A geração e análise dos 

espectros de massas em primeira-ordem (MS) foram no modo positivo e 

negativo para os experimentos em múltiplos estágios (MSn), sob as 

seguintes condições: voltagem do capilar - 4 V, voltagem do spray - 5 kV, 

temperatura do capilar 280 °C, gás de arraste (N 2) fluxo 60 (unidades 

arbitrárias). A faixa de aquisição foi m/z 50-1000, com dois ou mais eventos 

de varredura realizados simultaneamente no espectrômetro de massas 

LCQ. O primeiro evento foi uma varredura completa (full-scan) do espectro 

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

demais eventos foram experimentos MSn realizados a partir dos dados da 

primeira varredura para íons precursores pré-selecionados com energia de 

colisão entre 25 e 30% da energia total do instrumento. O software Xcalibur 

versão 1.0 (Thermo Finigan®) foi utilizado durante a aquisição e 

processamento dos dados espectrométricos. 
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5. EXPERIMENTAL 
 

5.1 Coleta e identificação da espécie 
 

A planta foi coletada na Comunidade Tapaihuna, pertencente ao 

município de Nova Canaã do Norte – MT em 26/9/2010; autenticado por R. 

C. Z. Leitzke. Os espécimes foram identificados pela Profa. Dra. Regina 

Helena Potsch Andreata da Universidade de Santa Úrsula (USU), 

especialista em Smilacaceas. As excicatas desta espécie foram 

depositadas na coleção do Herbário da Universidade de Santa Úrsula 

(RUSU) (nº 254 e 256) e no Herbário Centro-Norte-Mato-Grossense 

(CNMT), da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), campus Sinop-

MT (nº 1606, 1607 e 1608).  

 

5.2 Preparo do extrato 
 

O extrato bruto foi obtido a partir de 6,1 kg de folhas frescas que 

produziu 2,4 Kg de folhas secas em pó. O material vegetal foi 

acondicionadoem pote de vidro e misturado com 6,0 L de etanol. 
 
Em 

seguida, o recipiente foi hermeticamente fechado, o material foi deixado em 

maceração por uma semana, filtrado e eliminado o solvente por evaporação 

sob pressão reduzida, Figura 10 e Esquema 1. 

O processo de extração foi repetido por mais cinco vezes, com o 

solvente evaporado sob pressão reduzida, reutilizando e completando o 

volume para 6,0 L, totalizando 20,0 L de etanol de pureza analítica - PA. Foi 

obtido 480,0 g de extrato bruto que foi parcialmente solubilizado com 1,5 L 

de metanol-água (1:1, V/V), o que resultou por filtração numa fração em 

suspensão com clorofila de 180,0 g e outra fração sem clorofila de 280,0 g, 

Esquema 1.  
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Esquema 1:  Procedimento geral para a separação do extrato bruto de 
Smilax fluminensis. 
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  a  a  

Figura 10:  a) Secagem das folhas,  b)  maceração,   c)  rotaevaporação e 
d) eluição em coluna de vidro. 
 

5.3 Fracionamento do extrato sem clorofila 

 

O extrato sem clorofila foi fracionado por extração em fase sólida 

com 300,0 g sílica gel 60 suspendida em hexano, e empacotada em funil de 

decantação com volume de 4,0 L, numa altura de 25,0 cm, eluída com 

hexano até completa estabilização da fase estacionária. Sobre a sílica foi 

depositada a pastilha (280,0 g de extrato e 114,0 g sílica), e a eluição foi 

com: hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol, metanol-água (9:1, 

V/V) e metanol/água/ácido acético (7:3:1, V/V), produzindo 18 frações. As 

frações foram concentradas por evaporação sob pressão reduzida e 

analisadas por CLAE e por ensaio in vitro do potencial antioxidante com 

DPPH•, com exceção das frações metanólicas F8 e F16, pois foram 

fracionadas em coluna cromatográfica, e não foi reservado nenhuma 

alíquota das mesmas para análises posteriores (Esquema 2, p.36 e Tabela 

1, p.37). 

a b c d 
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Esquema 2:  Procedimento utilizado para a separação do extrato bruto de 

Smilax fluminensis. 
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Tabela 1:  Dados do fracionamento do extrato bruto de Smilax fluminensis 
Código Eluente Massa (g) 

F1 Hexano 0,0 

F2 Diclorometano 2,31 

F3 Acetato de etila 2,01 

F4 Acetato de etila 8,06 

F5 Acetato de etila 1,59 

F6 Metanol 5,01 

F7 Metanol 16,98 

F8 Metanol 28,20 

F9 Metanol 27,52 

F10 Metanol 25,28 

F11 Metanol 26,95 

F12 Metanol 26,27 

F13 Metanol 26,16 

F14 Metanol 26,17 

F15 Metanol 24,52 

F16 Metanol 17,72 

F17 Metanol/água (7:3) 4,42 

F18 Água/ácido acético (9:1) 6,76 

  
 

5.4 Estudo da fração F8 

 

A fração F8 (28,2 g) foi fracionada em coluna cromatográfica de (6,0 

cm x 65,0 cm) de acordo com a metodologia descrita no item 4.3, utilizando 

890,0 g de sílica gel 60 (70-230 mesh), como fase estacionária, que 

representou cerca de vinte vezes a massa da pastilha (2,5 cm, extrato e 

sílica). A coluna foi empacotada com sílica e 1,0 L de acetato de etila até 

total decantação, sendo utilizado como eluente: acetato de etila (3,0 L), 

acetona (1,5 L), etanol (2,0 L), metanol (2,0 L), metanol/água (1,5 L), e 

água/ácido acético (2,0 L), que foram reutilizados após evaporação sob 
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pressão reduzida. Foram coletadas 135 frações para F8, com volume 

aproximado a 150 mL. O fracionamento do extrato, frações e subfrações, foi 

monitorado por CLAE (descrito no item 4.2) e CCD, possibilitando reagrupar 

as frações por semelhança na mobilidade cromatográfica, Esquema 3 e 

Tabela 2.  

 

Tabela 2: Dados do fracionamento da fração F8 de Smilax fluminensis 
Código Frações Coluna Eluente Massa (mg) 

F8 1-5  Acetato de etila 120 

F8 6-10  Acetato de etila 94 

F8 11-14  Acetato de etila 45 

F8 15-20 A Acetato de etila 2432 

F8 21-44 SA Metanol 92 

F8 45-48 B Metanol 2131 

F8 49-55 SG Metanol 2305 

F8 56-84 C Metanol 10660 

F8 85-101  Metanol 6956 

F8 102-112  Metanol 833 

F8 113-117  Metanol/água (7:3) 1181 

F8 118-135  Água/ácido acético (9:1) 1099 
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Esquema 3 : Procedimento utilizado para fracionamento da fração F8 de S. 
fluminensis. 
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5.5 Estudo da fração F8-15-20, denominada coluna A 

 

A primeira coluna cromatográfica foi denominada coluna A, eluída a 

partir da fração F8-15-20 (2,432 g). Esta fração foi sendo submetida a um 

fracionamento em coluna cromatográfica (1,5 cm x 30,0 cm) composta de 

sílica gel 60 (70-230 mesh), (20 g), empacotada com clorofórmio, seguindo 

a metodologia descrita no item 5.4. Utilizou-se como eluente o gradiente de 

polaridade de clorofórmio, metanol, metanol/água, e água/ácido acético. 

Foram coletadas 35 frações com aproximadamente 20 mL, dando origem 

as frações A1 a A35 que foram reagrupadas em oito frações por análise 

em CCD e CLAE. Não houve isolamento de substância, Esquema 4 e 

Tabela 3 . 

 

CC sílica gel

F8-15-20
         2432 mg

A 1-35

A1-7 A8 A9-11 A12-17A18-24 A25-29 A30-32 A33-35
128 mg 142 mg 273 mg 523 mg 474 mg 271 mg 491 mg 58 mg 

Esquema 4 : Procedimento utilizado para fracionamento da fração F8-15-
20 de Smilax fluminensis. 

 

Tabela 3: Dados do fracionamento da fração F8-15-20 de Smilax 
fluminensis 
Código Frações Eluente Massa (mg) 

A 1-7 Clorofórmio 128 

A 8 Clorofórmio 142 

A 9-11 Metanol 273 

A 12-17 Metanol 523 

A 18-24 Metanol 474 

A 25-29 Metanol 271 

A 30-32 Metanol 491 

A 33-35 Metanol/água (7:3) 58 
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5.6 Estudo da fração F8-45-48, denominada coluna B 

 

A coluna B eluída a partir da fração da F8-45-48 (2,131 g) foi 

submetida a um fracionamento em coluna cromatográfica (2,5 cm x 40,0 

cm) de sílica gel 60, (70-230 mesh)(40 g), empacotada com clorofórmio. 

Utilizou-se como eluente o gradiente de polaridade de clorofórmio, metanol, 

metanol/água, e água/ácido acético. Foram coletadas 35 frações de 18 mL 

cada, dando origem as frações B1 a B35. Posteriormente, foram reunidas 

em nove novas frações pela semelhança cromatográfica em CCD e CLAE, 

porém não houve isolamento de substância. O tratamento destinado à 

fração F8-45-48 (B) está representado no Esquema 5 e Tabela 4. 

 

CC sílica gel
         2131 mg

B 1-35

B1-4

F8-45-48

B5-10 B11-14 B15-16B17-18 B19-21 B22-25B26-30 B31-35
420 mg 715 mg 160 mg 103 mg 63 mg 82 mg 6,2 mg 23,7 mg 27,7 mg  

Esquema 5:  Procedimento utilizado para fracionamento da fração F8-45-48 
de Smilax fluminensis. 

 

Tabela 4: Dados do fracionamento da fração F8-45-48 

Código Frações Eluente Massa (mg) 

B 1-4 Clorofórmio 420 

B 5-10 Clorofórmio 715 

B 11-14 Metanol 160 

B 15-16 Metanol 103 

B 17-18 Metanol 63 

B 19-20 Metanol 82 

B 22-25 Metanol/água (8:2) 6,2 

B 26-30 Metanol/água (6:4) 23,7 

B 31-35 Água/ácido acético (9:1) 27,7 
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5.7 Estudo da fração F8-56-84, denominada coluna C 

 

A fração F8-56-84 (10660 mg) foi submetida a um fracionamento 

dando origem a coluna cromatográfica C, eluída em coluna de vidro de 3,5 

cm x 60,0 cm, preenchida com sílica gel 60 (70-230 mesh)(100 g), 

empacotada com metanol, seguindo um gradiente de polaridade de 

metanol, metanol/água, e água/ácido acético, seguindo a metodologia 

descrita no item 5.4. Foram coletadas 33 frações de aproximadamente 25 

mL cada, dando origem as frações C1 a C33. Posteriormente, foram 

reunidas em seis novas frações pela semelhança cromatográfica em CCD 

e CLAE, conforme a Tabela 5, porém não houve isolamento de substância. 

O tratamento destinado à fração F8-56-84 (C) está representado no 

Esquema 6  e Tabela 5. 

 

CC sílica gel
         10660 mg

F8-56-84

C1-23

C1-2 C2-6 C7-8 C9-16 C17-23 C24-33
420 mg 450 mg 530 mg 4540 mg 1043 mg 3114 mg 

Esquema 6:  Procedimento utilizado para fracionamento da fração F8-56-84 
de Smilax fluminensis. 

 
 
Tabela 5: Dados do fracionamento da fração F8-56-84 
Código Frações Eluente Massa (mg) 

C 1-2 Metanol 420 

C 3-6 Metanol 450 

C 7-8 Metanol 530 

C 9-16 Metanol/água (8:2) 4540 

C 17-23 Metanol/água (6:4) 1043 

C 24-33 Água/ácido acético (9:1) 3114 
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5.8 Estudo da fração F8-21-44, denominada coluna SA  

 

A fração F8-21-44 SA (92,0 mg) foi submetida a um fracionamento 

em coluna cromatográfica (3,5 cm x 60,0 cm) de Sephadex LH20 (60 g), 

empacotada com metanol seguindo a metodologia descrita no item 4.4 e 

eluída em sistema isocrático com metanol, coletando-se um total de 58 

frações de aproximadamente 4,0 mL cada. Posteriormente, foram reunidas 

em três novas frações pela semelhança cromatográfica em CCD e CLAE, 

conforme a Tabela 6 e Esquema 7. 

F8-21-44

SA1-16 SA17-33

CC Sephadex 
SA1-44

F8
CC Sílica gel

SA34-58
32 mg 42 mg 17 mg

92 mg

 
Esquema 7:  Procedimento utilizado para fracionamento da fração F8-21-44 
de Smilax fluminensis. 

 

 
Tabela 6: Dados do fracionamento da fração F8-21-44 

Código Frações Eluente Massa (mg) 

SA 1-16 Metanol 32 

SA 17-33 Metanol 42 

SA 34-58 Metanol 17 

Recuperou-se 98,9 % do material cromatografado. 
  

5.9 Estudo da fração F8-49-55, denominada coluna SG  

 

A fração F8-49-55 (1555 mg) foi submetida à filtração em coluna de 

sílica gel 60 (70-230 mesh) por três vezes, visando a separação dos 

flavonoides, variando lentamente a polaridade dos solventes, porém com 

esta metodologia não foi possível. A fração foi completamente reagrupada 
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descartando apenas as frações retidas na sílica. Para a purificação foi 

utilizada como fase estacionária a Sephadex LH-20, empacotada conforme 

a descrição do item 4.4 e eluída em sistema isocrático com metanol 

resultando em 230 subfrações de aproximadamente 4,0 mL cada, 

posteriormente foram reagrupadas em doze frações devido à semelhança 

em CCD e CLAE , conforme a Tabela 7 e Esquema 8. 

 

122-149116-121 150-164 201-215
58mg 91mg 32mg 29mg

CC Sephadex 

1-10 11-40 41-53 54-82 83-95 96-115 165-200 216-230
19 mg 36 mg 93 mg654 mg 37 mg 119 mg 36 mg67 mg

F8-49-55

SG1-250

CC Sephadex 
1555 mg

 
Esquema 8:  Procedimento utilizado para fracionamento da fração F8-49-55 
de Smilax fluminensis. 

 
Tabela 7:  Dados da filtração em Sephadex LH-20 da fração F8-49-55 

Código Frações Eluente Massa (mg) 

SG 1-10 Metanol 19 

SG 11-40 Metanol 36 

SG 41-53 Metanol 93 

SG 54-82 Metanol 654 

SG 83-95 Metanol 37 

SG 96-115 Metanol 119 

SG 116-124 Metanol 58 

SG 125-149 Metanol 91 

SG 150-164 Metanol 32 

SG 165-200 Metanol 67 

SG 201-215 Metanol 29 

SG 216-230 Metanol 36 

Recuperou-se 81,7 % do material adsorvido.  
 

A seguir são apresentados cromatogramas das frações semi 

purificadas obtidas da coluna SG para análise de RMN, Figura 11.  
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Figura 11: Cromatogramas das frações: a) SG116-124; b) SG125-149; c) 
SG150-161 e d) SG201-215; obtido por CLAE num sistema eluído em 
coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) usando os 
solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA (ACN/MeOH) 
0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 50-60 min 
(100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo1,0 mL/min. 
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Purificação da fração SG116-124 

 

A substância SG116-124 (58,0 mg) foi isolada da fração metanólica 

F8-49-55 de S. fluminensis, por eluição com metanol em coluna aberta de 

Sephadex LH20 e o produto obtido apresentou-se como um sólido amorfo, 

amarelo escuro, solúvel em metanol.  

A análise deste sólido não possibilitou sua identificação por CLAE, 

pois apresentou tempo de retenção (22 min), diferente dos padrões 

comerciais utilizados, (Figura 11a, p.45). No entanto, foi identificado por 

RMN 1H e m/z, itens 4.6 e 4.7, como: Quercetina-[3-O-α-L-

ramnopiranosídeol(1’’’→6’’)-β-D-glicopiranosídeo]-7-O-α-L-

ramnopiranosídeo. 

 

Purificação da fração SG125-161 

 

As substâncias SG125-149 (91,0 mg) e SG150-161 (32,0 mg) foram 

isoladas da fração metanólica F8-49-55 de S. fluminensis, por eluição com 

metanol em coluna aberta de Sephadex LH20 e o produto obtido 

apresentou-se como um sólido amorfo, amarelo escuro, solúvel em 

metanol.  

Este sólido não pode ser identificado por CLAE porque apresentou 

tempo de retenção (25,6 min) diferente dos padrões comerciais utilizados, 

(Figuras 11b e Figura 11c, p.45). Após as devidas análises as frações 

foram reagrupadas com a fração SG125-149 e SG150-161, e 

posteriormente, após análises de comparação entre estas frações, as 

mesmas foram reagrupadas na fração SG125-161. No entanto, foi 

identificado por RMN 1H e RMN 13C, itens 4.6, como: Quercetina-3-O-β-D-

galactopiranosídeo (hiperina). 
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Purificação da fração SG201-215 

 

A substância SG201-215 (29 mg) foi isolada da fração metanólica 

F8-49-55 de S. fluminensis, por eluição com MeOH em coluna aberta de 

Sephadex LH20 e o produto obtido apresentou-se como um sólido amorfo, 

amarelo escuro, solúvel em metanol.  

A análise deste sólido por CLAE apresentou tempo de retenção 

(31,4 min), semelhante ao padrão comercial rutina, (Figura 11d, p.45). No 

entanto, foi identificado por RMN 1H, RMN 13C e m/z, itens 4.6 e 4.7, como: 

Quercetina-3-O-α-L-ramnopiranosídeo(1’’’→6’’)-O-β-D-glicopiranosídeo. 

 

5.10 Estudo da fração F15, denominada coluna SD  

 

A fração F15 (24,52 g) foi escolhida para purificação devido ao 

grande número de picos no cromatograma na região dos flavonoides 

(Figura 46) e seu alto valor no teste de potencial antioxidante.  Uma parte 

da fração F15 (1,1 g) foi submetida à separação em coluna de Sephadex 

LH-20, empacotada com metanol seguindo a metodologia descrita no item 

4.4 e eluída em sistema isocrático com metanol resultando em 153 frações 

de aproximadamente 5,0 mL cada. Posteriormente, foram reunidas em sete 

novas frações devido à semelhança em CCD e CLAE, Tabela 8. 

 
Tabela 8:  Dados da filtração em Sephadex LH-20 da fração F15 (1,1 g) 

Código Frações Eluente Massa (mg) 

SD 1-21 Metanol 53,2 

SD 22-36 Metanol 107,6 

SD 37-52 → SF Metanol 192,8 

SD 53-70 Metanol 145,0 

SD 71-84 Metanol 184,3 

SD 85-124 Metanol 189,5 

SD 125-153 Metanol 246,3 

Recuperou-se 93,2 % do material cromatografado.  
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5.11 Estudo da fração F15, denominada coluna SE 

 

Mais uma parte da fração F15 (1,2 g) foi submetida à filtração em 

coluna de Sephadex LH-20, para obter uma quantidade maior de massa. 

Esta foi eluída com metanol resultando em 150 frações de 

aproximadamente 5,0 mL cada, que posteriormente foram reunidas em oito 

novas frações devido à semelhança em CCD e CLAE , Tabela 9. A análise 

das frações obtidas neste fracionamento não possibilitou o isolamento de 

nenhuma substância pura. 

 

Tabela 9:  Dados da filtração em Sephadex LH-20 da fração F15 (1,2 g) 
Código Frações Eluente Massa (mg) 

SE 1-15 Metanol 47 

SE 16-25 Metanol 118 

SE 26-49→ SF Metanol 489 

SE 50-61 Metanol 125 

SE 62-75 Metanol 163 

SE 76-96 Metanol 78 

SE 97-129 Metanol 86 

SE 130-150 Metanol 42 

Recuperou-se 95,6 % do material analisado.  
 

5.12 Estudo da fração SD37-52 e SE26-49, denominada  coluna SF 
 

As frações SD37-52 e SE26-49 foram reagrupadas conforme a 

semelhança dos cromatogramas formando a coluna SF (1294 mg) e que foi 

submetida à filtração em coluna de Sephadex LH-20, para obter uma 

quantidade maior de massa. Esta foi eluída com metanol resultando em 

165 frações de aproximadamente 4,0 mL cada, que posteriormente foram 

reunidas em onze novas frações devido à semelhança em CCD e CLAE , 

conforme a Tabela 10. 
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Tabela 10:  Dados da separação em Sephadex LH-20 da fração SD37-52 
(495 mg) e SE26-49 (799 mg) total 1294 mg. 

Código Frações Eluente Massa (mg) 

SF 1-8 Metanol 10 

SF 6-9 Metanol 19 

SF 10-22 Metanol 77 

SF 23-42 Metanol 60 

SF 43-54 Metanol 88 

SF 54-68 Metanol 145 

SF 69-75 Metanol 96 

SF 76-96 Metanol 126 

SF 97-124 Metanol 184 

SF 125-153 Metanol 204 

SF 154-165 Metanol 131 

Recuperou-se 88,1 % do material adsorvido.  
 

5.13 Estudo da fração SC35-47, denominada coluna SH  
 

A fração SC35-47 (44,7 mg) foi submetida à separação em coluna 

de Sephadex LH-20. Foi eluída com metanol resultando em 50 subfrações 

de aproximadamente 3,0 mL cada, posteriormente foram reagrupadas em 

seis frações devido à semelhança em CCD e CLAE, Tabela 11. 

 

Tabela 11:  Dados da filtração em Sephadex LH-20 da fração SC35-47 
Código Frações Eluente Massa (mg) 

SH 1-18 Metanol 16,4 

SH 19-22 Metanol 1,6 

SH 23-28 Metanol 2,1 

SH 29-32 Metanol 3,5 

SH 33-36 Metanol 5,4 

SH 37-50 Metanol 9,8 

Recuperou-se 86,8 % do material adsorvido.  
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Purificação da fração SH23-28 

 

A substância SH23-28 (2,1 mg) foi obtida da fração SC35-47, por 

eluição com MeOH em coluna aberta de Sephadex LH20, o produto obtido 

apresentou-se como um sólido de coloração amarelada, solúvel em 

metanol. Na Figura 12, encontra-se a análise deste sólido por CLAE. Por 

análise de EM/EM (Figura 13), foi encontrado o valor m/z 627,09 sugerindo 

que tenha uma aglicona quercetina e dois grupos glicosilados, porém não 

foram realizados análise de RMN, por insuficiência de massa.  

 

Figura 12:  Cromatograma da fração SH23-28 obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando o solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente o B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
 

 

Figura 13:  Espectro de massas com ionização por eletrospray (ESI-MS) da 

fração SH23-28. 
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Purificação da fração SH29-32 

 

A substância SH29-32 (3,5 mg) foi obtida da fração SC35-47, por 

eluição com metanol em coluna aberta de Sephadex LH20, o produto obtido 

apresentou-se como um sólido de coloração amarelada, solúvel em 

metanol. A análise deste sólido por CLAE e CCD apresentou tempo e fator 

de retenção semelhante ao padrão comercial quercitrina, sugerindo ser um 

flavonoide (Figura 14) confirmado por espectrometria de massas (Figura 15) 

e por fortificação da fração com quercetina seguindo o método proposto no 

item 4.5.4, p.31 (Figura 35, p.88). 

 

 

Figura 14:  Cromatograma da fração SH29-32 obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando o solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e o Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
 

 

Figura 15:  Espectro de massas com ionização por eletrospray (ESI-MS) da 

fração SH29-32. 



52 
 

5.14 Estudo da fração F16  

 

F16 (17,72 g) foi fracionada em coluna cromatográfica de (6,0 cm x 

65 cm) utilizando 890,0 g de sílica gel 60 (70-230 mesh), como fase 

estacionária em 50,0 cm, que representou cerca de vinte vezes a massa da 

pastilha 2,5 cm (extrato e sílica), que foi preparada com extrato incorporado 

à sílica na proporção de 1:1, homogeneizada até formar um pó fino e então 

aplicada no topo da coluna, seguindo a metodologia descrita no item 4.3. A 

sílica gel 60 foi suspendida em 1,0 L de acetato de etila e empacotada em 

coluna de vidro até total decantação da fase estacionária e, eluída gradiente 

de polaridade: acetato de etila (1,5 L) e metanol (8,0 L). Os solventes foram 

reutilizados após evaporação em pressão reduzida. Foram coletadas 61 

frações para F16, com volume aproximado a 150 mL. O fracionamento do 

extrato, fração e subfrações, foi monitorados por CLAE (descrito no item 

4.5) e CCD, possibilitando reagrupar as frações por semelhança na 

mobilidade cromatográfica em sete novas frações pela semelhança 

cromatográfica em CCDA, conforme Esquema 1 ( p.34) e Tabela 12.  

 

Tabela 12: Dados do fracionamento em sílica gel 60 da fração F16 
Código Frações Eluente Massa (mg) 

F16 1-8 Acetato de etila 20,5 

F16 9-13 Metanol 361,9 

F16 14-21→ SC Metanol 510,0 

F16 22-33 Metanol 4171,0 

F16 34-39 Metanol 379,5 

F16 40-49 Metanol 235,9 

F16 50-61 Metanol 393,4 
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5.15 Estudo da fração F16-14-21, denominada coluna SC 

 

A fração F16-14-21 (510 mg) foi submetida a um fracionamento em 

coluna cromatográfica de Sephadex LH20 (60 g), empacotada com 

metanol seguindo a metodologia descrita no item 4.4 e eluída em sistema 

isocrático com metanol, coletando-se 47 frações de 20 mL cada. 

Posteriormente, foram reunidas em 13 novas frações pela semelhança 

cromatográfica em CCDA, Tabela 13. 

 
Tabela 13:  Dados da filtração em Sephadex LH-20 da fração F16-14-21 
(Frações - SC) 

Código Frações    Eluente Massa (g) 

SC 1-11 Metanol 102 

SC 12-26 Metanol 285 

SC 27-34 Metanol 70 

SC 35-47 Metanol 45 

Recuperou-se 98,4% do material adsorvido.  
 

5.16 Teste do Potencial Antioxidante 
 

No teste do potencial antioxidante foram analisadas as frações e 

subfrações do extrato de S. fluminensis, seguindo a metodologia de Miranda 

e Fraga (2006), usando o 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH•), como fonte 

de radical livre.  

O potencial antioxidante foi determinado pela capacidade do extrato 

sequestrar o radical livre DPPH• (Figura 8, p.15). Este método baseia-se no 

potencial do radical DPPH• oxidar flavonoides ou compostos fenólicos 

presentes no extrato.  

As amostras foram preparadas nas concentrações de 1, 2, 4, 8, 10, 

15, 30, 50 µg/mL das quais foi utilizado 1,0 mL de cada, e adicionado a 0,5 

mL da solução de DPPH• 0,004% em metanol. As soluções foram agitadas 

e mantidas no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente. Após o 
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tempo reacional ocorreu a leitura de absorbância a 517 nm, em 

espectrofotômetro. Como branco foi utilizado 1,0 mL da solução metanólica 

do extrato e 0,5 mL de metanol. Como controle positivo foi utilizado 1,0 mL 

do padrão de quercetina, na concentração de 1000 µg/mL em metanol e 0,5 

mL de solução de DPPH•. Como controle negativo foi utilizado 1,0 mL de 

metanol e 0,5 mL de solução de DPPH•. O potencial antioxidante foi 

calculado como a porcentagem do radical DPPH•, que reagiu com o extrato 

(% DPPH seqüestrado).  

A porcentagem da atividade antirradicalar foi calculada por [ADPPH-

(Aamostra-Abranco)]x100/ADPPH (onde ADPPH é a absorbância do DPPH, Aamostra é 

a absorbância de DPPH da amostra e Abranco é a absorbância do branco). As 

atividades foram determinadas por triplicata e os resultados expressos pelas 

médias dos valores encontrados. A concentração efetiva CE50, foi definida 

pelo decréscimo em 50% da concentração de DPPH calculados a partir dos 

resultados encontrados, que foram expressos pela porcentagem de 

sequestro de DPPH e pela concentração efetiva que é quantificado pela 

leitura espectrofotométrica. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Neste capítulo serão apresentados e discutidos os resultados de 

identificação e quantificação de flavonoides por CLAE nas frações, a 

avaliação do potencial antioxidante das principais frações e elucidação de 

alguns flavonoides por técnicas de RMN e espectrometria de massas. 

6.1 Substâncias identificadas por CLAE no extrato e  frações de Smilax 
fluminensis  

 

A identificação e quantificação de flavonoides do extrato a partir das 

folhas de Smilax fluminensis foram determinadas por meio da CLAE, cujos 

cromatogramas foram adquiridos a 254 nm e 360 nm, de acordo com o 

método descrito na seção 4.5 (p.29). Os flavonoides encontrados 

mostraram sua absorção máxima no ultravioleta, próximo a esses 

comprimentos de onda (Tabela 14).   

 

Tabela 14 :  Compostos fenólicos identificados no extrato das folhas de S. 
fluminensis 

Flavonoides, concentração em µg/mL 

Frações/ 
subst. 

Taxifolina QuercitrinaRutina Quercetina Canferol Apigenina Agatisflavona Amentoflavona Total 

(min.) 28,1 30,2 31,6 34,8 38,1 38,5 40,9 44,1 ∑ 

Extrato 
bruto 

78 4 11 8 14 15 7 62 199 

F3 2 3 2 3 2 4 1 1 18 

F4 1 5 4 2 3 2 3 1 21 

F5 2 3 8 1 2 1 - - 17 

F6 1 - 1 7 2 2 1 1 15 

F7 5 3 5 12 6 4 1 3 39 

F9 3 - 10 5 5 3 2 23 51 

F10 1 - 9 14 5 3 2 19 53 

F11 7 5 4 6 5 2 2 16 47 
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Tabela 14 (cont.)  
Flavonoides, concentração em µg/mL 
Frações/ 

subst. 
Taxifolina QuercitrinaRutina Quercetina Canferol Apigenina Agatisflavona Amentoflavona Total 

(min.) 28,1 30,2 31,6 34,8 38,1 38,5 40,9 44,1 ∑ 

F12 - 2 2 3 - - - 20 27 

F13 5 11 6 7 4 5 2 22 62 

F14 17 7 7 9 4 4 1 25 74 

F15 11 18 - 7 2 2 5 1 46 

F17 5 - 11 19 8 5 4 17 69 

SA1-16 1 31 83 5 1 1 1 2 125 

SA17-33 8 7 15 3 - 3 1 1 38 

SD37-52 5 38 - 6 - - 1 - 50 

SD53-70 5 17 15 12 - 1 - - 50 

SE26-49 5 8 2 - - - - 1 16 

SE50-61 3 78 - 2 - - - - 83 

SE62-75 4 98 - 2 1 - - - 105 

B26-30 2 - - - - - - - 2 

B31-35 - 31 9 9 - - 3 1 53 

Dados obtidos por CLAE num sistema eluído em coluna Gemini 
Phenomenex®  C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) usando os solvente A: TFA:H2O 
0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA (ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com 
gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 50-60 min (100%B) fluxo1,0 mL/min. 
 

Não foram apresentados os resultados das frações F8 e F16, pois 

haviam sido analisadas em outra proporção de solventes e tempo de 

eluição (Solvente B: MeOH/ACN, 74:26 e solvente A: H2O/AcOH, 99:1, V,V) 

tempo de corrida de 20 minutos num sistema isocrático e coluna Varian Pro 

Star (com grande alargamento de pico e baixa separação) e não foi 

reservado nenhuma parte das amostras. A fração F1, obtida com hexano 

não apresentou massa e a fração F2 não foi analisada, porque foi extraída 

com diclorometano e, o foco do trabalho eram os flavonoides. As estruturas 

dos padrões usados na CLAE (Figura 16) e cromatogramas da mistura dos 

padrões e do extrato estão representados na Figura 17 e 18. 
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Figura 16:  Estrutura dos padrões usados na CLAE. 
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 a 

Figura 17:  Cromatograma mistura de padrões foi obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando o solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo1,0 mL/min. 
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Figura 18:  Cromatograma do extrato bruto foi obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) usando 
o solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA (ACN/MeOH) 
0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 50-60 min 
(100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo1,0 mL/min. 
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Figura 19:  Cromatograma do extrato bruto com tolueno obtido por CLAE 
num sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 
5 µm) usando o solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Através das análises por CLAE foram identificados oito flavonoides: 

taxifolina, quercitrina, rutina, quercetina, canferol, apigenina, agatisflavona e 

amentoflavona. A presença de flavonoides foi comprovada por comparação 

do tempo de retenção com os padrões externos, que foram injetados 

separadamente, Figura 17, p.58). O resultado da somatória da 

concentração de flavonoides variou entre 2 µg/mL e 125 µg/mL nas frações 

e 199 µg/mL no extrato bruto filtrado, representando a concentração em 

relação ao padrão interno (Tabela 14, p.55). 

Os flavonoides foram quantificados pelo cálculo da área do pico em 

estudo, comparado com a área do tolueno, resultando na concentração em 

micrograma de flavonoides por grama de extrato (µg/mL). 

No trabalho desenvolvido por Chen et al., (2007) conseguiram 

identificar: taxifolina, neoastilbina, astilbina, neoisoastilbina e isoastilbina, 

contida no rizoma S. glabra. O método proposto pelos autores visou 

determinar a linearidade, a precisão e a estabilidade de cada analito. Foi 

desenvolvido um método para CLAE usando uma curva de calibração para 

quantificação e com fortificação das amostras (acrescentando uma alíquota 

de flavonóide conhecido), em que o método comprovou ser simples, 

reprodutível, sensível, rápido e confiável e que foi completamente validado.  

Em outro estudo foram identificadas e quantificadas por CLAE as 

substâncias: taxifolina-3-O-glicosídeo, resveratrol 3-β-mono-D-glicosídeo, 

oxiresveratrol, engeletina, resveratrol e scirpusina A, num estudo com 

rizomas de Smilax china. A identificação ocorreu por comparação com 

padrões externos que foram injetados separadamente e quantificados 

usando uma curva de calibração (SHAO et al., 2007). 

Além dos flavonoides identificados também foram encontrados 

muitos compostos  não identificados (aproximadamente 40 compostos). 

Estes compostos não foram identificados por não haver padrões autênticos 

para comparação. Por isso foram tabelados separadamente como 

compostos não identificados, Tabela 15. 
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Tabela 15: Compostos não identificados no extrato e frações das folhas de 
S. fluminensis 

Compostos, concentração em µg/mL 

Fração\ 
Tempo 
(min) 

11-20* 20-25* 26-30* 31-35* 36-40* 41-45* 46-50* 51-60* ∑ 

Extrato 
bruto 75 4 136 65 93 23 318 684 1398 

F3 59 42 16 13 19 6 4 5 164 

F4 3 3 1 12 14 10 7 19 69 

F5 12 15 4 10 6 - 3 - 50 

F6 3 5 3 23 20 2 7 3 66 

F7 5 27 15 55 33 4 10 1 151 

F9 30 25 10 31 17 4 14 4 134 

F10 24 21 7 12 22 9 11 7 113 

F11 8 16 9 27 15 10 11 5 102 

F12 24 9 - 29 32 - - - 95 

F13 32 28 7 27 23 17 24 10 168 

F14 1 15 19 46 21 7 1 - 111 

F15 18 - 12 31 21 10 10 - 102 

F17 7 7 12 19 41 20 - - 106 

SA1-16 24 12 21 12 10 3 7 2 91 

SA17-33 71 14 44 37 21 1 13 12 213 

SD37-52 13 6 49 38 2 3 1 1 114 

SD53-70 12 6 55 91 44 - - - 208 

SE26-49 4 6 10 13 4 - - - 37 

SE50-61 6 6 22 54 - - - 22 109 

SE62-75 20 8 27 36 3 - - - 93 

B26-30 5 12 1 3 - - 10 4 36 

B31-35 12 16 11 19 23 4 16 20 120 

Dados obtidos por CLAE num sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex®  C18 
(250,0 x 4,6 mm, 5 µm) usando o solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: 
TFA (ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 50-60 
min (100%B) fluxo1,0 mL/min. 
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Considerando que os compostos não identificados com tempo de 

retenção entre 11 min. e 60 min., o resultado da somatória da concentração 

de todos os picos não identificados presentes nas frações que variaram 

entre 36 ppm e 213 ppm nas frações e 1398 ppm no extrato bruto filtrado, 

representando a concentração em relação ao padrão interno. A fração com 

menor concentração de flavonoides produziu um cromatograma com 

poucos picos, como B26-30 (anexo 1, Figura 61, p.129).  

 

6.2 Isolamento, identificação e a elucidação estrut ural de flavonoides e 

seus derivados 

 

O estudo químico de S. fluminensis resultou no isolamento de cinco 

substâncias, identificadas como flavonoides, para as quais foram 

apresentadas propostas de elucidação por análise dos dados 

espectroscópicos de RMN 1H e 13C, por espectrometria de massas, por 

comparação com dados obtidos da literatura e CLAE. Foram propostas 

estruturas para os componentes das seguintes frações: SG116-124, 

SG125-149, SG150-164, SG201-215 e SH29-32.  

Os flavonoides isolados e identificados foram numerados e 

nomeados seguindo a metodologia abordada no review de Marston e 

Hostettemann (2006). 

 

6.3 Dados físicos e cromatográficos das substâncias  identificadas 

 

SG116-124: Quercetina-[3-O-α-L-ramnopiranosil(1’’’→6’’)-β-D-

glicopiranosil]-7-O-α-L-ramnopiranosídeo. 

Aspecto: sólido amarelo escuro  

Fórmula molecular: C33H40O20  

Solubilidade: metanol e DMSO 

RMN 1H: página 63. Massa molecular: 756 g/mol; página 69. 

CLAE: Figura 21b, página 68.  
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SG125-161: Quercetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (hiperina).  

Aspecto: sólido amarelo escuro  

Fórmula molecular: C21H20O12  

Solubilidade: metanol e DMSO 

RMN 1H: página 74. 

RMN 13C: página 75. 

Massa molecular: 464 g/mol 

CLAE: Figura 24, página 73. 

 

SG201-215: Quercetina-3-O-α-L-ramnopiranosil(1’’’→6’’)-O-β-D-

glicopiranosídeo.  

Aspecto: sólido amarelo escuro  

Fórmula molecular: C27H30O16  

Solubilidade: metanol e DMSO 

RMN 1H: página 82; RMN 13C: página 83. 

Massa molecular: 610 g/mol 

CLAE: Figura 28, página 80. 

 

SH29-32: Quercetina. 

Aspecto: Sólido amorfo amarelo  

Fórmula molecular: C15H10O7  

Solubilidade: metanol e DMSO 

Massa molecular: 302 g/mol, página 87  

RMN 1H: página 86. 
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6.4. Identificação e elucidação estrutural de flavo noides 
 
6.4.1 Identificação e elucidação de SG116-124 
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Figura 20: Núcleo proposto para SG116-124: quercetina-3-O-α-L-
ramnopiranosil(1→6)-β-D-glicopiranosil-[7-O-α-L-ramnopiranosídeo]  

 
Tabela 16: Dados de deslocamento químico de RMN de 1H obtidos para 
SG116-124 comparados com dados da literatura 

H 
a SG 116-124 

*δH (ppm), m, J  

b (PIZZOLATTI, 2003)  
*δH (ppm), m, J  

6 6,22 (d, 3,0) 6,42 (d, 2,2) 

8  6,40 (d, 3,0) 6,75 (d, 2,2) 

2’ 7,62 (d, 3,0) 7,57 (d, 2,1) 

5’  6,86 (d, 9,0) 6,86 (d, 8,4) 

6’  7,67 (dd, 3,0/6,0) 7,67(dd, 2,1/8,5) 

1’’ 5,07 (d, 3,0)  5,54 (d, 1,6) 

2’’ 3,82 (dl) 3,84 (dd,1,6/3,3) 

3’’ 3,63 (s)  3,63 (s) 

4’’ 3,34 (s) 3,30 (s) 

5’’ 3,36 (s) 3,35 (s) 
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Tabela 16 (cont.)  

H 
a SG 116-124 

*δH (ppm), m, J  

b (PIZZOLATTI, 2003)  
*δH (ppm), m, J  

6’’ 1,13 (d, 6,0)  1,12 (d, 6,1) 

1’’’ 4,52 (d, 1,0) 4,39 (d, 1,5) 

2’’’ 3,27, (s) 3,29 (s) 

3’’’  3,42 (s) 3,40(s) 

4’’’  3,07 (dl) 3,08 (dl, 9,3) 

5’’’  3,62 (s) 3,62 (s) 

6’’’ 1,11 (d, 6,0)  1,05 (d, 6,1) 

1’’’’ 5,12 (sl) 5,34 (d, 7,7) 

2’’’’ 3,40 (s) 3,38 (s) 

3’’’’ 3,56 (s) 3,36 

4’’’’ 3,58 (s) 3,58 

5’’’’ 3,43 (sl) 3,39 

6’’’’ 3,61 (s) 3,60 (dd) 
a dados obtidos por RMN de 1H (300 MHz, CD3OD); 
b (600 MHz, DMSO d6). 
* δ - deslocamento químico (ppm), multiplicidade: d - dupleto, dd - duplo 
dupleto;  dl - dupleto largo;  m – multipleto; s – simpleto, sl – simpleto largo; 
J - constante de acoplamento (Hz). 
 

O espectro de RMN de 1H de SG116-124 (Figura 22) apresentou 

sinais para hidrogênios aromáticos em 7,62 ppm (d, J = 3,0 Hz, H-2’); 7,67 

ppm (dd, J = 3,0 Hz e 6,0 Hz, H-6’); 6,86 ppm (d, J = 9 Hz, H-5’); 6,40 ppm 

(d, J = 3,0 Hz, H-8) e 6,22 ppm (d, J = 3,0 Hz, H-6). Os deslocamentos 

químicos de hidrogênio juntamente com os padrões de acoplamento 

indicaram esta substância como um flavonoide, cuja unidade aglicônica foi 

caracterizada como 3, 3’, 4’, 5, 7 pentaidroxiflavona (quercetina).  

Além destes dados, ainda no espectro de RMN de 1H a presença de 

múltiplos sinais na faixa entre 3,25 a 3,96 ppm, os quais em conjunto com 

os sinais de hidrogênios anoméricos entre 5,07 e (dd, J = 6,0 Hz e 1,5 Hz, 

H-1’’),  4,52 ppm (d, J = 1,5 Hz, H-1’’’) e 5,12 ppm (sl, H-1’’’’) fornecem um 

indicativo da presença de três unidades de açúcar. A primeira uma glicose, 
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pela presença de hidrogênios metilênicos em 1,13 (d, 6,0 Hz, H-6’’), a 

segunda trata-se da ramnose, devido à presença de hidrogênios metílicos 

em 1,11 ppm (d, J = 6,0 Hz, H-6’’’) e o terceiro açúcar foi identificado pela 

intensidade de sinais de hidrogênios anoméricos entre 5,12 ppm (sl, H-6’’’’). 

As configurações das unidades piranosídicas foram evidenciadas pela 

constante de acoplamento dos hidrogênios anoméricos como β-glicose e 

duas α-ramnose (PIZZOLATTI et al., 2003). 

A quercetina-3-O-α-L-ramnopiranosil(1→6)-β-D-glicopiranosil-[7-O-α-

L-ramnopiranosídeo] pode ser identificada por CLAE e por RMN de 1H e 

RMN 1H e para confirmar a estrutura, foi proposta uma fragmentação, sendo 

a massa da molécula protonada m/z 757,52. A fragmentação EM/EM [M - 

H]- gerou fragmentos representativos de m/z 609 [M-147-H]- e m/z 301 [M-

147-163-H]-, indicando as perdas de ramnose (147) e glicose (163), 

respectivamente, (calculado para C33H40O20, m/z 756), Figura 21a.  
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Figura 21:  a) Espectro de massas com ionização por 

eletrospray (ESI-MS) e b) Cromatograma da fração 

SG116-124, obti a do por CLAE num sistema eluído em 

coluna Gemini Phenomenex®  C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 

µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) 

e Solvente B: TFA (ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), 

com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 50-60 min 

(100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min.  

a 

b 
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Figura 22:  Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CD3OD) para SG116-124. 
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6.4.2 Identificação e elucidação estrutural de SG12 5-161 
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Figura 23:  Núcleo flavonoídico proposto para SG125-161: Quercetina 3-O-
β-D-galactopiranosídeo (hiperina). 
 
Tabela 17:  Dados de deslocamento químico de RMN de 1H obtido para 
SG125-161 comparados com dados da literatura 

H 
a SG125-161 

* δH (ppm), m, J  

b (SANTOS et al. 2005) 

* δH (ppm), m, J  
6 6,21 (d, 3,0) 6,20 (d, 1,8) 

8 6,41 (d, 3,0) 6,41(d, 1,8) 

2’ 7,54 (d, 3,0) 7,54 (d, 2,2) 

5’ 6,82 (d, 9,0) 6,82 (d, 8,4) 

6’ 7,67 (d/d, 3,0/9,0) 7,66 (d/d, 2,2/8,4) 

1’’ 5,37 (d, 6,0) 5,37 (d, 7,5) 

2’’ 3,57 (m) 3,57 (m) 

3’’ 3,55 (m) 3,38 (m) 

4’’ 3,65 (m) 3,66 (m) 

5’’ 3,10 (m) 3,34 (m) 

6’’ 3,51 e 3,60 (m) 3,31 e 3,46 (m) 
a Espectros obtidos por RMN 1H (300 MHz, CD3OD); 
b Quercetina 3-O-β-D-galactopiranosídeo (hiperina) (400 MHz DMSO d6); 
* δ - deslocamento químico (ppm), multiplicidade: d - dupleto, dd - duplo 
dupleto, m - multipleto; s - simpleto, sl - simpleto largo; J - constante de 
acoplamento (Hz). 
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Tabela 18:  Dados de deslocamento químico de RMN de 13C obtido para 
SG125-161 comparados com dados da literatura 

C 
a SG125-161 

δ (ppm) 

b (SANTOS et al., 2005)  
δ (ppm) 

2 157,0 156,9 
3 134,0 134,0 
4 178,0 178,0 
5 161,0 161,7 
6 98,9 99,3 
7 164,9 164,9 
8 93,7 94,1 
9 157,3 156,8 

10 104,7 104,3 
1’ 121,6 121,6 
2’ 116,8 116,5 
3’ 144,7 145,4 
4’ 148,8 149,0 
5’ 115,0 115,3 
6’ 121,9 122,5 
1’’ 102,4 102,4 
2’’ 71,1 71,7 
3’’ 73,9 73,7 
4’’ 68,5 68,5 
5’’ 76,9 76,3 
6’’ 60,4 60,4 

a Espectros obtidos por RMN 13C (75 MHz, CD3OD); 
b Quercetina 3-O-β-D-galactopiranosídeo (hiperina) (100 MHz DMSO d6); 

 

As frações SG125-149 e SG150-161 foram reagrupadas após as 

análises de CLAE (Figura 24), sendo identificadas como a mesma 

substância por meio de comparações com dados obtidos na literatura. O 

espectro de RMN de 1H de SG125-161 apresentou sinais para hidrogênios 

aromáticos em 7,54 ppm (d, J = 3,0 Hz, H-2’); 7,67 (dd, J = 3,0 e 6,0 Hz, H-

6’); 6,82 ppm (d, 9,0, H-5’); 6,41 ppm (d, J = 3,0 Hz, H-8) e 6,21 ppm (d, J = 

3,0 Hz, H-6). Os deslocamentos químicos de hidrogênio juntamente com os 

padrões de acoplamento indicaram esta substância como um flavonoide, 

cuja unidade aglicônica foi caracterizada como 3, 3’, 4’, 5, 7 

pentaidroxiflavona (quercetina), Tabela 17 e Figura 25. 
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Os dados do espectro de RMN de 1H apresentam a presença de 

múltiplos sinais na faixa entre 3,10 ppm a 3,80 ppm, os quais em conjunto 

com os sinais de dois hidrogênios anoméricos em 5,37 ppm (d, 6,0 Hz, H-

1’’) fornecem um indicativo da presença de uma unidade glicosídica, 

identificada como galactose. Na pesquisa realizada por Santos et al., 

(2005), foi evidenciada a presença da unidade glicosídica pela constante de 

acoplamento dos hidrogênios anoméricos como β-galactose.  

A posição do açúcar foi identificada em C-3 devido aos 

deslocamentos químicos de C-2 e C-3 quando comparados à quercetina, 

que não possui substituição no oxigênio em C-3. Nesta substância, em 

estudo, o deslocamento químico de C-3 variou em 10 ppm, está mais 

desprotegido, confirmando a substituição nesta posição (AGRAWAL, 1989).  

Baseado nos dados obtidos na literatura para flavonóis e para 

heterosídeos flavônicos, foi realizada a atribuição dos sinais do espectro de 

RMN de 13C considerando a existência de uma substância majoritária 

(Tabela 18), sendo que o sinal em 102,4 ppm foi atribuído ao carbono 

anoméricos da galactose (C1’’). O carbono metilênico da galactose (C6’’) foi 

atribuído ao sinal em 60,4 ppm. A ligação da unidade galactopiranosila, foi 

atribuída a C6’’, pelo fato do sinal apresentar deslocamento de 6,2 ppm em 

relação aquele da unidade monomérica não substituída (SILVERSTEIN et 

al., 2007). A cadeia heterosídica foi atribuída para a estrutura 3-O-β-D-

galactopiranosila. O deslocamento do sinal referente ao carbono anomérico 

da galactose, em torno de 5,0 ppm, quando comparado com a glicose não 

substituída indica heterosídeo flavonoídico do tipo flavanol-3-O-galactose 

(SILVERSTEIN et al., 2007). Os carbonos aromáticos segundo Santos et 

al., (2005), foram atribuídos para C8 (93,7 ppm), C6 (98,9 ppm), C5’ (115,3 

ppm), C2’ (116,8 ppm) e C6’ (121,9 ppm). O sinal referente à carbonila foi 

atribuído a C4 e os carbonos não hidrogenados foram atribuídos pela 

comparação com dados anteriormente descritos para quercetina 3-O-β-D-

galactopiranosídeo: C3 (134,0 ppm), C5 (161,0 ppm), C7 (164,9 ppm), C9 
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(157,3 ppm), C10 (104,7 ppm), C1’ (121,6 ppm), C3’ (144,7 ppm) e C4’ 

(148,8 ppm) (SANTOS et al., 2005), Tabelas 18 e Figuras 26. 

 

Figura 24:  Cromatograma da fração a) SG125-149 e b) SG150-161, foram 
obtidos por CLAE num sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex®  
C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) usando o solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) 
e Solvente B: TFA (ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min 
(5%B -100%B) e 50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo1,0 mL/min. 

a 

b 
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Figura 25:  Espectro de RMN de 1H (300 MHz, DMSO d6) para SG125-161. 
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Figura 26:  Espectro de RMN de 13C (75 MHz, DMSO d6) para SG125-161. 
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6.4.3 Identificação e elucidação estrutural de SG20 1-215 
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Figura 27:  Núcleo flavonoídico proposto para SG201-215: quercetina-3-O-
α-L-ramnopiranosil (1’’’→6’’)-β-D-glicopiranosídeo (rutina). 
 
Tabela 19: Dados de deslocamento químico de RMN de 1H obtidos para 
SG201-215 comparados com dados da literatura. 

H 
a SG201-215 

* δH (ppm), m, J  

b (NIASSY et al. 2004) 
* δH (ppm), m, J  

6 6,18 (sl) 6,19 (d, 1,9) 

8 6,39 (sl) 6,38 (d, 1,9) 

2’ 7,72 (d, 1,0) 7,52 (d, 1,9) 

5’ 6,90 (d, 9,0) 6,83 (d, 9,0) 

6’ 7,62 (d/d, 3,0/6,0) 7,53 (d/d, 2,2/9,0) 

1’’ 5,33 (d, 6,0) 5,34 (d, 7,1) 

1’’’ 4,21 (d, 1,0) 4,38 (d, 1,1) 

6’’’ 0,94 (s) 0,98 (s) 

açúcares 2,9-3,4 (m) 3,2- 3,7 (m) 
a Espectros obtidos por RMN 1H (300 MHz, CD3OD); 
b (200 MHz, CD3OD).  
* δ - deslocamento químico (ppm), multiplicidade: d - dupleto, dd - duplo 
dupleto, m - multipleto, s - simpleto, sl – simpleto largo; J - constante de 
acoplamento (Hz). 
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Tabela 20: Dados de deslocamento químico de RMN de 13C obtidos para 
SG201-215 comparados com dados da literatura. 

C a SG201-215 [δ (ppm)] b (NIASSY et al. 2004) [δ (ppm)] 

 157,7 156,7 

3 132,4 133,4 

4 176,6 177,4 

5 161,3 161,3 

6 100,2 98,7 

7 166,7 164,1 

8 92,5 93,7 

9 155,9 156,5 

10 104,2 104,0 

1’ 122,1 121,3 

2’ 116,3 116,4 

3’ 145,8 144,8 

4’ 149,5 148,4 

5’ 116,1 115,2 

6’ 121,7 121,7 

1’’ 104,3 102,0 

2’’ 74,4 74,9 

3’’ 77,2 77,4 

4’’ 69,7 70,5 

5’’ 76,0 76,0 

6’’ 67,9 69,3 

1’’’ 102,3 101,6 

2’’’ 71,3 70,7 

3’’’ 69,1 70,5 

4’’’ 71,7 71,9 

5’’’ 68,6 68,4 

6’’’ 17,2 17,3 
a Espectros obtidos por RMN 13C (75 MHz, CD3OD); b (50 MHz, CD3OD).  
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As atribuições para os deslocamentos químicos referentes a fração 

SG201-215 foram baseados na literatura, (NIASSY et al., 2004). O espectro 

de RMN de 1H de SG201-215 (Tabela 19, Figura 30) apresentou sinais para 

hidrogênios aromáticos em 7,72 ppm (d,d J = 1,0 e 6,0 Hz, H-2’); 7,62 ppm 

(dd, J = 3,0 Hz e 6,0 Hz, H-6’); 6,88 ppm (d, J = 9,0 Hz, H-5’); 6,40 ppm (d, J 

= 3,0 Hz, H-8) e 6,22 ppm (d, J = 3,0 Hz, H-6). Os deslocamentos químicos 

de hidrogênio juntamente com os padrões de acoplamento indicaram esta 

substância como um flavonoide, cuja unidade aglicônica foi caracterizada 

como 3, 3’, 4’, 5, 7 pentaidroxiflavona (quercetina).  

Além destes dados, ainda no espectro de RMN de 1H a presença de 

múltiplos sinais na faixa entre 2,9 e 3,4 ppm, os quais em conjunto com os 

sinais de hidrogênios anoméricos entre 5,33 ppm (d, J = 6,0 Hz H-1’’) e 4,21 

ppm (d, J = 1,0 Hz, H-1’’’) fornecem um indicativo da presença de duas 

unidades de açúcar. A primeira uma glicose, pela presença de hidrogênios 

metilênicos em 1,28 (d, 6,0 Hz, H-6’’), a segunda trata-se da ramnose, 

devido à presença de hidrogênios metílicos em 0,94 ppm (d, J = 6,0 Hz, H-

6’’’). As configurações das unidades piranosídicas foram evidenciadas pela 

constante de acoplamento dos hidrogênios anoméricos como β-glicose e α-

ramnose (SILVERSTEIN et al., 2007). 

O espectro de RMN de 13C desacoplado (75 MHz, CD3OD) obtido 

(Tabela 20, Figura 31) apresentou muitos sinais, destes foram identificados 

sinais referentes a 27 átomos de carbono, com presença de um carbono 

metílico, um carbono metilênico, quinze carbonos metínicos e dez carbonos 

não hidrogenados, além de alguns sinais que sugerem a presença do 

contaminante ftalato. Esses dados são condizentes com um flavonol com 

padrão de substituição proposto para SG201-215, além de alguns sinais 

que sugerem a contaminação com ftalato (Figura 26). A presença de 

carbono (C6’’) em 67,9 ppm confirma a presença de glicose na cadeia 

heterosídica de SG201-215 (NIASSY et al., 2004), o sinal referente à 

carbonila pode ser observado em 176,6 ppm.  
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Baseado nos dados obtidos na literatura para flavonóis e para 

heterosídeos flavônicos, foi realizada a atribuição dos sinais do espectro de 

RMN de 13C, os sinais em 102,3 ppm e 104,3 ppm foram atribuídos aos 

carbonos anoméricos da ramnose (C1’’’) e da glicose (C1’’), 

respectivamente. A região de ligação da unidade ramnose foi atribuído a 

C6’’, pelo fato do sinal apresentar deslocamento de 6,2 ppm em relação 

aquele da unidade monomérica não substituída (SILVERSTEIN et al., 

2007). O grupo metila da ramnose foi atribuído ao sinal com deslocamento 

em 13,20 ppm (C6’’’) (NIASSY et al., 2004). A cadeia heterosídica foi 

atribuída para a estrutura α-L-ramnopiranosil-(6→1)-β-D-glicopiranosil. O 

deslocamento do sinal referente ao carbono anomérico da glicose, em torno 

de 5,0 ppm, quando comparado com a glicose não substituída indica 

heterosídeo flavonoídico do tipo flavanol-3-O-glicosila (SILVERSTEIN et al., 

2007). Os carbonos aromáticos segundo Niassy et al. (2004), foram 

atribuídos para C8 (92,5 ppm), C6 (100,2 ppm), C5’ (116,1ppm), C2’ 

(116,3ppm) e C6’ (121,7 ppm). O sinal referente à carbonila foi atribuído a 

C4 e os carbonos não hidrogenados foram atribuídos pela comparação com 

dados anteriormente descritos para rutina: C3 (132,4 ppm), C5 (161,3 ppm), 

C7 (166,7 ppm), C9 (153,4 ppm), C10 (104,2 ppm), C1’ (128,7 ppm), C3’ 

(145,8 ppm) e C4’ (149,5 ppm) (NIASSY et al., 2004); Tabelas 19 e 20 e 

Figuras 28, 29, 30 e 31. 

A quercetina-3-O-α-L-ramnopiranosil(1’’’→6’’)-β-D-glicopiranosídeo (rutina) 

pode ser identificada por CLAE (Figuras 28b, 29a, 29b e 29c), por RMN de 
1H e RMN 13C e espectrometria de massas, permitindo confirmar a 

estrutura, com uma proposta de fragmentação para a molécula m/z 609,12. 

A fragmentação EM/EM [M + H]+ gerou o fragmento representativo de m/z 

301,21 [M-147-163+H]+, indicando a perda da ramnose (147) e da glicose 

(163), (calculado para  C27H30O16 , m/z 610), Figura 28a.  
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Figura 28:  a) Espectro de massas com 
ionização por eletrospray (ESI-MS) e b) 
Cromatograma da fração SG201-215, obti a do 
por CLAE num sistema eluído em coluna 
Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 
5 µm) usando os solvente A: TFA:H2O 
0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com 
gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 50-60 
min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 
mL/min.  

 

a 

b 

a 
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Figura 29:  a) Cromatograma da fração SG201-215, b) Cromatograma da 
fração SG201-215 fortificada com padrão de quercetina, c) Sobreposição 
dos cromatogramas “a” e “b”, obti a dos por CLAE num sistema eluído em 
coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) usando os 
solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA (ACN/MeOH) 
0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 50-60 min 
(100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 

a 

b 

c 
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Figura 30:  Espectro de RMN 1H (300 MHz, CD3OD) para SG201-215. 



83 
 

 

 

 
Figura 31:  Espectro de RMN 13C (75 MHz, CD3OD) para SG201-215. 
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6.4.4 Identificação e elucidação estrutural de SH29 -32  
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Figura 32:  Núcleo flavonoídico proposto para SH29-32: quercetina.  
 
Tabela 21:  Dados de deslocamento químico de RMN de 1H obtido para 
SH30 comparados com dados da literatura. 

H 
a SH29-32 

* δH (ppm), m, J 

b (SOUZA, 2011) 

* δH (ppm), m, J 

c (CERUKS et al., 2007) 

* δH (ppm), m, J 

6 6,18, (d, 3,0) 6,20 (d, 2,0) 6,19 (d, 1,9) 

8 6,39, (d, 3,0) 6,40 (d, 2,0) 6,38 (d, 1,9) 

2’ 7,73, (d, 3,0) 7,34 (d, 1,9) 7,21 (d, 1,7) 

5’ 6,87 (d, 9,0) 6,90 (d, 8,4) 7,20 (s) 

6’ 7,61, (dd, 3,0/9,0) 7,30 (dd, 1,9/8,4) 6,86 (dd, 8,2/1,7) 

1’’   5,23 (d, 1,0) 

2’’   3,10-3,90 (m) 

3’’’   3,10-3,90 (m) 

4’’’   3,10-3,90 (m) 

5’’’   3,10-3,90 (m) 

6’’’   0,79 (d, 5,2) 
a Espectros dados obtidos por RMN de 1H (300 MHz, CD3OD); 
b Quercetina (400 MHz, CD3OD);  
c Quercitrina (300 MHz, DMSO-d6). 
* δ - deslocamento químico (ppm), multiplicidade: d - dupleto, dd - duplo 
dupleto, m - multipleto, J - constante de acoplamento (Hz). 
 

O espectro de RMN de 1H de SH29-32 apresentou sinais que por 

análises sugerem que este composto seja um flavonoide, Figura 6. Baseado 

na identificação por CLAE e comparando os resultados obtidos com os 

valores abordados na literatura pode-se propor que a fração SH29-32 seja 
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quercetina. No espectro de 1H foram visualizados sinais entre 6,0 ppm e 8,0 

ppm correspondente a anéis aromáticos, (CERUKS et al., 2007; SOUZA, 

2011), considerando os dois dubletos com deslocamento em 6,18 ppm (d, J 

= 3,0 Hz) e 6,39 ppm (d, J = 3,0 Hz) sugerem hidrogênios aromáticos, H6 e 

H8, do anel A, considerando a presença de hidroxilas em C5 e C7.  Os 

sinais relativos ao anel B apresentaram deslocamento em 7,73 ppm (d, 3,0 

Hz) 6,87 ppm (d, 9,0 Hz), e 7,61 ppm (dd, 3,0 e 9,0 Hz), sugerindo os 

hidrogênios aromáticos: H2’, H5’ e H6’, respectivamente. Estes valores de J 

são condizentes com acoplamento entre hidrogênios em meta e orto, 

Ceruks et al., (2007), Tabela 21 e Figura 33. 

No entanto, os valores dos deslocamentos químicos destes 

hidrogênios, associados aos sinais do espectro de massas confirmou a 

estrutura proposta, pois foi encontrado somente um íon com valor de m/z de 

301,27, que pode ser observado por ESI-MS em modo negativo, o que 

permite fazer a proposta de fragmentação [M + H]+, que consiste no 

flavonoide aglicona quercetina calculado para C15H10O7: m/z 302 Figura 

34a. 
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Figura 33:  Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CD3OD) para SH29-32. 
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Figura 34:  a) Espectro de massas com 
ionização por eletrospray (ESI-MS) e b) 
Cromatograma da fração SH29-32, obti a do 
por CLAE num sistema eluído em coluna 
Gemini Phenomenex®  C18 (250,0 x 4,6 mm, 
5 µm) usando os solvente A: TFA:H2O 
0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com 
gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 50-60 
min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 
mL/min.  

 

a 

b 
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a  

 

 

Figura 35:  a) Cromatograma da fração SH29-32, b) Cromatograma da 
fração SH29-32 fortificada com padrão de quercetina, c) Sobreposição dos 
cromatogramas “a” e “b”, obti 

a dos por CLAE num sistema eluído em coluna 
Gemini Phenomenex®  C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) usando os solvente A: 
TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA (ACN/MeOH) 
0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 50-60 min 
(100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 

 

a 

b 

c 
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6.5 Teste do Potencial Antioxidante 

 

O ensaio é baseado na propriedade do DPPH• apresentar uma forte 

absorção no espectro visível, no comprimento de onda de 517 nm, 

caracterizado por uma coloração violácea intensa, devido à presença de 

elétrons livres. Quando o DPPH• é colocado em presença de substâncias 

capazes de sequestrar radicais livres, a absorção é inibida, resultando em 

uma descoloração estequiométrica e independente de qualquer atividade 

enzimática. Esta reação proporciona mudança de cor de violeta para 

amarelo e a absorbância a 517 nm, diminui.  A baixa absorbância indica 

atividade sequestrante de radicais livres (SOUSA et al., 2007). O DPPH• é 

um radical estável e com baixa taxa de deterioração e reatividade com a 

maioria dos compostos. Assim sendo, apenas reagentes redutores fortes 

são capazes de reagir com radicais estáveis (BANERJEE et al., 2005). Na 

Figura 36 podem ser observadas fotos do teste colorimétrico com DPPH• de 

algumas frações. 

 

 

 
Figura 36:  Análise colorimétrica com DPPH em frações de Smilax 
fluminensis. 
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Dentre as amostras ativas analisadas as que apresentaram potencial 

antioxidante mais pronunciado foram as do extrato metanólico: F9 a F15 e 

SE62-75 com CE50 = 4,0 µg/mL; tendo como base de comparação o padrão 

de quercetina com CE50 = 2,0 µg/mL. Enquanto que as frações F3 a F7, 

F17, SA1-16, SD37-52 e B31-35 apresentaram CE50 = 8,0 µg/mL, valor em 

que o ácido ascórbico apresentou atividade. As frações SD53-70, SE26-49 

e SE50-61 apresentaram atividade com CE50 = 10,0 µg/mL, sendo que 

SA17-33 com CE50 = 15,0 µg/mL, B26-30 com CE50 = 50,0 µg/mL, Figura  

37.   As frações F3 a F5 (anexo 1, Figuras 40-42)  apresentaram atividade 

razoável sendo superadas pelas frações F6 a F17 (anexo 1, Figuras 43-52) 

com concentrações semelhantes aos valores obtidos na curva de calibração 

realizada com quercetina e com resultados superiores aos obtidos com o 

ácido ascórbico. 

As subfrações tiveram atividade variável de acordo com a 

concentração de flavonoides, sendo que as frações SA1-16; SA17-33; 

SD37-52; SD53-70; SE26-49; SE50-61; SE62-75; B31-35 (anexo 1, Figuras 

54-60, 62)  apresentaram valores semelhantes; porém B26-30 (Figura 61) 

apresentou potencial antioxidante inferior as demais, devido a baixa 

concentração de compostos fenólicos.  

 

  

Figura 37: Potencial antioxidante das frações de S. fluminensis, porcentual 
de DPPH remanescente. Valores apresentam as médias dos experimentos 
realizados em triplicata. 
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Figura 37 (cont.):  Potencial antioxidante das frações de S. fluminensis, 
porcentual de DPPH remanescente. Valores apresentam as médias dos 
experimentos realizados em triplicata. 

 

Em um estudo análogo feito por Peres et al., (2009), verificaram que 

o potencial antioxidante do extrato bruto e frações de M. vacciniifolia, 

determinado pelo método que emprega o radical livre DPPH•, é maior para 

a fração acetato de etila, que apresentou uma CE50 de 9,9 ± 0,03 µg/mL e 

que a fração hexânica foi a menos ativa, apresentando o maior valor de 

CE50 que foi de 235,4 ± 3,20 µg/mL.  

Neste estudo, foi observado que a maioria dos extratos teve 

capacidade sequestradora semelhante aos padrões quercetina e ácido 

ascórbico. Desta forma, ao se avaliar a capacidade sequestrante de radical 

livre dos extratos de S. fluminensis, foi observado que as frações com 

menor teor de flavonoides, apresentaram a menor capacidade sequestrante, 

mas que os extratos polares, que mostraram elevado teor de flavonoides, 

apresentaram elevado potencial antioxidante (TADHANI et al., 2007). 
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7. CONCLUSÕES 

 

A partir dos resultados obtidos da análise química do extrato 

etanólico e frações das folhas de Smilax fluminensis Steud, espécie que 

ainda não havia sido estudada, foi possível identificar e quantificar através 

de análise por CLAE os flavonoides: agastiflavona, amentoflavona, 

apigenina, canferol, quercetina, quercitrina, rutina, taxifolina, em 

concentrações significativas. Sendo assim, foi favorável a avaliação do 

potencial antioxidante, identificação e isolamento de flavonoides, sendo 

descritos na espécie pela primeira vez na literatura para a espécie. 

Foi também possível isolar e identificar os flavonoides: Quercetina [3-

O-α-L-ramnopiranosil(1’’’→6’’)-β-D-glicopiranosil]-7-O-α-L-ramnopiranosídeo 

(SG116-124); Quercetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo (hiperina) (SG125-

161); Quercetin-3-O-α-L-ramnopiranosil(1’’’→6’’)-O-β-D-glicopiranosídeo, 

(SG201-215) e Quercetina (SH29-32). 

Considerando que os resultados da capacidade antioxidante dos 

extratos e frações dependem das concentrações de flavonoides, a maioria 

destas apresentou valores equivalentes ao da quercetina nos ensaios de 

avaliação de atividade sequestradora de radicais livres frente ao DPPH. 

Embora os flavonoides identificados e/ou isolados já tenham sido descritos 

no gênero e em outras espécies de diferentes famílias vegetais; os 

resultados do presente trabalho contribuiram para o conhecimento da 

composição química do gênero e do potencial antioxidante de seus 

representantes. Assim, o extrato e frações de Smilax fluminensis surgem 

como uma grande alternativa na área dos antoxidantes e indicam a 

necessidade de estudos de bioprospecção devido ao alto valor medicinal do 

gênero.  
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Cromatogramas das frações de S. fluminensis 
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Figura 38:  Cromatograma da mistura de padrões obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 39:  Cromatograma do extrato bruto obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) usando 
os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA (ACN/MeOH) 
0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 50-60 min 
(100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 40:  Cromatograma da fração F3 obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 41:  Cromatograma da fração F4 obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 42:  Cromatograma da fração F5 obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 



111 
 

 
Figura 43:  Cromatograma da fração F6 obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 44:  Cromatograma da fração F7 obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 45:  Cromatograma da fração F9 obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 46:  Cromatograma da fração F10 obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 47:  Cromatograma da fração F11 obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 48:  Cromatograma da fração F12 obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 49:  Cromatograma da fração F13 obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 



118 
 

 
Figura 50:  Cromatograma da fração F14  obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 51:  Cromatograma da fração F15 obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 52 : Cromatograma da fração F17 obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 53:  Cromatograma da fração F18 obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 54: Cromatograma da fração SA1-16 obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 55:  Cromatograma da fração SA17-33 obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 56:  Cromatograma da fração SD37-52 obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 57:  Cromatograma da fração SD53-70 obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 58:  Cromatograma da fração SE26-49 obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 59: Cromatograma da fração SE50-61 obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 60  Cromatograma da fração SE62-75 obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 61:  Cromatograma da fração B26-30 obtido por CLAE num sistema 
eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 µm) 
usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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 Figura 62:  Cromatograma da fração B31-35 obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 63:  Cromatograma da fração SG116-124 obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 64:  Cromatograma da fração SG125-149 obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 65:  Cromatograma da fração SG150-161 obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 66: Cromatograma da fração SG201-215 obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 67:  Cromatograma da fração SF69-79 obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 68:  Cromatograma da fração SH23-28 obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 
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Figura 69:  Cromatograma da fração SH29-32 obtido por CLAE num 
sistema eluído em coluna Gemini Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 
µm) usando os solvente A: TFA:H2O 0,05:99,95 (V/V) e Solvente B: TFA 
(ACN/MeOH) 0,05:(20/80)(V/V), com gradiente: 0-50 min (5%B -100%B) e 
50-60 min (100%B), a 254 nm e 360 nm e fluxo 1,0 mL/min. 


