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RESUMO 

 

O presente trabalho teve como objetivo realizar o estudo químico e biológico 
das folhas de Piranhea trifoliata e de seus fungos endofíticos 
(Picrodendraceae) e realizar a avaliação do seu potencial frente aos ensaios 
antimicrobiano, antioxidante e antimalárico. As folhas foram coletadas na Volta 
Grande do Xingú, Altamira, PA (coleta 1) e no lago do Catalão, Manaus, AM 
(coletas 2 e 3). A coleta 1 foi extraída com diclorometano, metanol e Água, e as 
coletas 2 e 3 foram extraídas com hexano, metanol e água.  Parte do material 
das coletas 2 e 3 foi também processada para a obtenção dos fungos 
endofíticos e estes foram extraídos com diclorometano e acetato de etila. A 
análise fitoquímica preliminar das folhas e dos fungos mostrou que os extratos 
diclorometânicos e hexânico possuem terpenos e os extratos metanólicos 
apresentam substânciastos fenólicas. Os caldos metabólitos dos fungos 
mostraram que a fase diclorometânica (DCM) possui terpenos, e a fase de 
acetato de etila (AcOEt) possui indícios de terpenos e substâncias fenólicas. O 
estudo fitoquímico das folhas levou ao isolamento da Friedela-3-ona, 30-
hidroxi-friedelan-3-ona, Lupeol, a mistura dos esteróides β-sitosterol e 
Estigmasterol, hidroxicoriatina, a mistura de α e β–amirina, 7-hidroxi-6-metoxi-
cumarina, 7,4’’’ dimetilamentoflavona, 3’-O- metilloniflavna e a 28-hidroxi-
friedelan-3-ona. Já o estudo fitoquímico do fungo Diaporthe hongkongensis, 
levou ao isolamento de (3-oxociclobutil) metil1-hydroxi-2 metilciclopenta-2,4-
dieno carboxilato e 9-amino-7-(2,5,7-triazabiciclo[2.2.1]hept-3-il)-2,3,6-trioxi-1-
azabiciclo [3.2.2] nona-4,8-dieno-4-carbaldeido ambas inéditas. Todas as 
substânciais foram identificadas por RMN de 1H e de 13C, mono e 
bidimensionais e espectrômetro de massas. Quanto à atividade antioxidante, o 
extrato MeOH das folhas da coleta 2, apresentou equivalência de 1,15 e 1,13, a 

fase H2O apresentou 2,8 e 4,51 (DPPH e Fe3+) sendo considerados 
significativos. A atividade antibacteriana mostrou que a fase DCM das folhas 
das coletas 2 e 3 e a fase AcOEt da coleta 1, apresentaram CIM e CMB de 500 
μg/mL frente às bactérias Aeromonas hydrophila e Flavobacterium columnare.  
A fase aquosa da coleta 1, apresentou CIM e CMB de 1000 μg/mL frente às 
bactérias Flavobacterium columnare e Pseudomonas fluorescens. Os extratos 
miceliais dos fungos 4 e 6, testados pela a metodologia do halo de inibição, 
apresentaram média atividade, 1 cm frente às bactérias Aeromonas hydrophila 
e Klebsiella pneumoniae. As fases DCM e AcOEt do caldo metabólito do fungo 
4 mostraram-se ativas com 1 e 1,2 cm de halo. A atividade antimalárica 
mostrou que os extratos hexânicos e MeOH das folhas da coleta 3 
apresentaram IC50 de 1,51 e 1,77 µg/mL quando comparado com o padrão. O 
extrato MeOH do fungo 4 apresentou 6,89 de parasitemias sendo significativo. 
Ao testar as substâncias isoladas frente as bactérias, observou-se a CIM de 
73,58% em X e 71,75% em XI frente a bactéria K. pneumoniae. 
 
 
Palavras chave: Piranhea trifoliata, fungos endofíticos, Diaporthe 

hongkongensis, fitoquímica, atividade biológica. 

 

 



 

Abstract 

 

This work aimed to study the chemical extracts of Piranhea trifoliata and your 
endophytes (PICRODENDRACEAE) and its potential antimicrobial tests, 
antioxidant and antimalarial.  The leves it was collected in Volta Grande of 
Xingú, Altamira, PA (collect 1) and Lake of Catalão, Manaus, AM (collect 2 e 3). 
The dried specimen’s it was deposited in the herbarium of the Federal Institute 
of Amazonas (IFAM) with record numbers 10653 and 10654. The collected 
material was dried and pulverized. The collect 1, was extracted by 
dichloromethane (DCM), methanol (MeOH) and water (H2O). The collect 2 and 
3 was extracted by hexane, methanol and water. The preliminary phytochemical 
analysis of leaves and fungi showed that dichlorometane and hexane extracts 
contain terpenes and methanolic extracts contain phenolic compounds. The 
broths from fungi showed that diclorometânica phase (DCM) contain terpenes, 
and phase of Ethyl Acetate (AcOEt) contain terpene and phenolic compounds. 
The phytochemical study of the leves led to the isolation of: Friedelan-3-one (I), 
30-hydroxy-friedelan-3-one (II), Lupeol (III), the mixture of β -Sitosterol and 
Stigmasterol steroids (IV and V), hydroxycoriatin (VI), the mixture of α and β-
amyrin (VII and VIII ), 7- hydroxy-6-methoxy-coumarin (IX), 7,4 ''' 
dymethylamentoflavone (X), methyllonyflavna 3'-O-(XI) and purification of the 
28-hydroxy-friedelan-3-one (XIV). The phytochemical study of the Diaporthe 
hongkongensis, fungi, led to the isolation of (3-oxociclobutil) 2-methyl-1- hydroxi 
metilciclopenta -2,4- diene carboxylate (XII) and 9-amino-7- (2,5,7-triazabicyclo 
[2.2.1] hept-3-yl)-2,3,6- trioxi-1-azabicyclo [3.2.2] nona-4,8-diene-4- 
carbaldehyde (XIII) both isollated of the first time. All compound were identified 
by 1H, 13C NMR, 2D and mass espectra data. The antioxidant activity, shoed 
the MeOH extract of leaves from collection 2, was equivalent with 1,15 and 
1,13, the H2O phase showed 2,8 and 4.,51 (DPPH• and Fe3+) were considered 
significant. The antibacterial activity the DCM phase of leaves of collectes 2 and 
3 and the EtOAc phase of collection 1, showed CIM and CMB found was 
500/mL against Aeromonas hydrophila and Flavobacterium columnare. The 
aqueous phase of collection 1 showed CIM and CMB found was 1000 µg/ml 
against Flavobacterium columnare and Pseudomonas fluorescens. The 
mycelial extracts of fungi 4 and 6, tested with methodology to inhibition halo, 
showed medium activity, 1 cm, against Aeromonas hydrophila and Klebsiella 
pneumoniae. The DCM and EtOAc phases of metabolite broth of the fungu 4, 
showed activity with halo of 1 and 1,2 cm. The antimalical activity. The 
antimalarial activity showed that hexane and MeOH extracts of leves of the 
collection 3, showed IC50 of 1,51 and 1,77 mg/mL when compared to the 
standard. The MeOH extract of fungi 4, showed 6,89 of parasitaemia being 
significant. The activity by isolated compound sowed CIM of 73,58% to the 
compound X and 71,75% to the compound XI against Klebsiella pneumoniae . 

 

Keywords: Piranhea trifoliata, endophytic fungi, Diaporthe hongkongensis, 
phytochemical, biological activity. 
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1. Introdução 
 

 

O Brasil é considerado um dos países possuidores da maior biodiversidade 

mundo, com cerca de 20% do total mundial somente de Angiospermae, 

representando uma parte significativa da diversidade global do país. Por isso é 

de grande importância que o Brasil possua uma grande responsabilidade no 

campo da exploração, utilização e da preservação tanto das plantas como dos 

microrganismos presentes. 

Nesse contexto, ganham destaque a química de produtos naturais e a 

biotecnologia vegetal, a qual interage diretamente com a biodiversidade, pois 

além da identificação e/ou elucidação das substâncias presentes nas espécies 

em estudo, nos leva ao entendimento e compreensão de outras áreas de 

conhecimento como a ecologia química, botânica, microbiologia, 

etnofarmacologia, entre outras, tornando-se assim, de grande importância o 

estudo e a obtenção de metabólitos secundários presentes em plantas e seus 

respectivos fungos endofíticos.  

Além dessas interações em destaque, um parâmetro interessante a ser 

considerado é a relação dos estudos que contribuem para a indústria 

farmacêutica, minimizando ou solucionando os problemas relacionado a saúde 

humana, pois diversas são as doenças que podem acometer aos seres 

humanos.  

Dentre elas, destaca-se a malária, a qual é considerada endêmica em 

107 países, colocando em risco aproximadamente 3,2 bilhões de pessoas. No 

Brasil, mais especificamente no Amazonas, a maior parte dos casos de malária 

é causada pelo Plasmodium vivax, entretanto, é preocupante o percentual de 

casos por Plasmodium falciparum, pois também é considerada uma doença 

grave levando a óbitos (BIAMONTE et al., 2013). 

Outras doenças que estão se tornando um caso preocupante, são as 

infecções causadas por bactérias, pois algumas delas vêm ganhando 

resistências aos antibióticos testados ou não existem nenhum tipo de 

tratamento adequado. Dentre as bactérias com foco nesta tese, tem-se a 

Aeromonas hydrophila, que é uma bactéria patogênica facultativa que acomete 

ao homem e aos peixes de água doce, a qual apresenta poucos estudos 
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relacionados à sua interação com metabólitos secundários, tornando-se assim, 

de grande importância para o estudo fitoquímico de plantas e/ou fungos 

endofíticos na busca por novos agentes terapêuticos para combatê-las 

(CASTILHO et al., 2012; SULTANBAWA, 2011; WEERAKKODY et al., 2010). 

Em virtude a esses problemas de saúde humana, o foco deste trabalho 

foi o estudo fitoquímico e biológico de Piranhea trifoliata e de seus fungos 

endofíticos, realizando o fracionamento dos extratos, fases e avaliando as 

atividades antioxidante, antibacteriana e antimalárica. 
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2. Bioprospecção de plantas do território brasileiro 
 

 

O território brasileiro é um grande possuidor de biodiversidade, o qual 

pode gerar produtos com uma considerável importância financeiros (CALIXTO 

et al, 2016; LEITÃO et al, 2014; SIMÕES, 2004).  

De tão complexa, a biodiversidade brasileira ainda não é conhecida com 

exatidão. Estima-se que existam mais de dois milhões de diferentes espécies 

de plantas, animais e micro-organismos. Com isso, o Brasil se torna um dos 

países com a maior diversidade genética vegetal do mundo. 

Em se tratando de plantas com potencial terapêutico é importante citar 

que a utilização indiscriminada de plantas medicinais é arriscada, uma vez que, 

cada parte vegetal de uma planta possui inúmeros constituintes que podem 

agir de diferentes formas em nosso organismo, seja de modo benéfico ou 

maléfico. Assim é necessária uma sincronia entre a etnomedicina, farmacologia 

e a química de produtos naturais, para que haja uma caracterização completa 

dos princípios ativos em uma planta (ALMEIDA, 2011). Portanto faz-se 

necessária a realização de estudos multidisciplinares para que se obtenham 

conhecimentos sobre as atividades biológicas presentes em uma espécie 

vegetal. A fim de se obter o registro e sua validação junto à agencia de 

Vigilância Sanitária (ANVISA), pois, a Organização Mundial de Saúde tem 

reconhecido o uso de plantas medicinais como alternativa terapêutica. 

 

 

2.1  Atividade Antioxidante 
 

 

Os antioxidantes são substâncias que retardam a velocidade da 

oxidação ou a inibem, através de um ou mais mecanismos (MUSA et al., 2013, 

ZHONG e SHAHIDI, 2012, CASTELO-BRANCO et al., 2011;). Dentre os 

métodos que avaliam o potencial antioxidante de substâncias de interesse, 

existe o método DPPH•, o qual foi desenvolvido por Blois (1958) para 

determinar a atividade antioxidante de várias substâncias utilizando um radical 

livre estável 2,2-diphenil-1-picrilhidrazila.  
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Após a publicação deste método, novas padronizações e/ou adaptações 

foram criadas para determinar o potencial antioxidante de substâncias fenólicas 

e de amostras biológicas como os descritos por Cieśla et al. (2012), Deng et al. 

(2011), Noipa et al. (2011), Locatelli et al. (2009), entre outros. 

Este método é considerado fácil, altamente sensível, preciso, rápido, 

simples e econômico, pois o sistema de reação envolve somente o radical e o 

antioxidante (Figura 1), além da mudança de coloração que passa da cor 

violeta para o amarelo, originando a forma reduzida e estável do DPPH-H 

(CIEŚLA et al., 2012; KEDARE e SINGH, 2011; AMATATONGCHAI et al., 

2012; MUSA et al., 2013). 
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Figura 1: Mecanismos de reação entre o radical DPPH• e um antioxidante através da 

transferência de um átomo de hidrogênio. 

 

Nos últimos cinco anos, diferentes substâncias com potencial 

antioxidante foram comprovadas cientificamente como sendo beneficiadoras 

para a saúde, pois elas possuem grande capacidade de proteger um 

organismo de diferentes doenças originadas pelos radicais livres, protegendo 

ou retardando o início desses danos, como o câncer, artrite reumática, Mal de 

Alzheimer, doenças cardiovasculares, entre outras (ALAM, et al, 2013, TINKEL; 

et al, 2012; BORUT e RAJA, 2012).  

Essas substâncias podem ser classificadas como taninos, flavonoides, 

carotenoides, antocianidinas, cumarinas, terpenos além de cadeia carbônica 

com ligações duplas conjugadas (SANIL, et al 2015, SEM, et al 2013, ZHONG 
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e SHAHIDI, 2012, HARBORNE e WILLIANS, 2000). A Figura 2, ilustra algumas 

das quais possuem este potencial. 
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Figura 2: Substâncias com diferentes classes químicas e com potencial antioxidante. 

 

 

Assim, o teor de substâncias com atividades antioxidantes podem variar 

dentro da própria planta, podendo ser classificada como, por exemplo, 

substâncias fenólicas, terpenos, entre outros (SANI et al, 2015, THARASENA e 

LAWAN, 2014).  

 

2.2  Atividade Antibacteriana 

 

As doenças de origem bacteriana vêm crescendo tornando-se um caso 

preocupante, principalmente porque algumas delas não possuem nenhum tipo 

de tratamento adequado, causando preocupação não só para a população, 

mas também para a comunidade científica, tornando-se necessária a busca por 

novos agentes terapêuticos para combatê-las (CASTILHO et al., 2012; 

SULTANBAWA, 2011; WEERAKKODY et al., 2010; NASCIMENTO et al., 

2000). 

Ácido gálico Quercetina 

α-tocoferol 

Escopoletina 

Medicarpina 
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Em geral, as substâncias antimicrobianas naturais ou sintéticas podem 

ser classificadas como bactericidas, quando matam completamente o micro-

organismo, ou bacteriostáticas, quando impedem o crescimento do mesmo. No 

caso das drogas bacteriostáticas, o hospedeiro se defende por si, utilizando 

mecanismos como a fagocitose e a produção de anticorpos, normalmente 

destruindo o micro-organismo (SILVA et al., 2013; HASSAN, 2012; CASTILHO 

et al., 2012).  

Dentre as substâncias com potencial bacteriano, tem-se em destaque os 

flavonoides Quercetina e Morina que apresentaram efeito bacteriostático frente 

as cepas de Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida subsp. 

Salmonicida, Flavobacterium columnare e Streptococcus agalactiae 

(RATTANACHAIKUNSOPON e PHUMKHACHORN, 2007) (Figura 3).  
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Figura 3: Flavonoides com potencial antibacteriano. 

 

Dentre as diversas bactérias existentes, destaca-se a A. hydrophila que 

é o patógeno. Essa bactéria é tipicamente oportunista, patogênica facultativa, 

que quando há desequilíbrio dos sistemas bactéria-hospedeiro-ambiente, 

podem desencadear o aparecimento de doenças como a gastrenterites, 

infecções cutâneas e septicemias quando presentes no homem e ulcerações 

cutâneas, que envolvem a septicemias quando presente em peixes (GIRI et al, 

2105; ANACARSO et al, 2104; HEO et al, 2012; Yu et al., 2007). 

Outras bactérias que merecem destaque são as típicas causadoras de 

doenças em peixes como a Flavobacterium columnare que é um bastonete 

gram-negativo, causador da columnariose, doença que afeta a maioria das 

espécies de peixes de água doce, causando lesão da pele e nadadeira que 

evoluem para a necrose dos tecidos adjacentes (LANGE et al, 2016; DONG et 
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al, 2015; STRAUS et al, 2015; XU et al, 2015; ZHOU et al, 2015; DECLERCQ 

et al, 2013) e a Pseudomonas fluorescens, que pode ser encontrada no solo e 

na água, quando detectadas em peixes, ela apresenta erosão nas nadadeiras, 

lesões circulares ou irregulares do tipo úlceras pelo corpo, hemorragia nas 

bordas das lesões e na base das nadadeiras, olhos saltados de aspecto opaco 

e hemorrágico entre outros (DARAK and BARDE, 2015; ZHOU, et al, 2015; 

ZHOU et al, 2016; PARK et al, 2015). 

Com isso, o uso racional de antibióticos e o desenvolvimento de novos 

medicamentos é uma ótima medida que pode ser tomada para evitar ou 

diminuir a resistência bacteriana. Os vegetais têm sido vistos como uma fonte 

promissora de novas substâncias antibacterianas, e as pesquisas nessa área 

vêm ganhando importância mundial (BIVA et al, 2016; FELICIO et al, 2015; 

ARBI et al, 2014; RADIC e STRUKELJ, 2012). 

 

2.3  Atividade Antimalárica 
 

 

A malária é uma doença parasitária causada pela presença do 

protozoário Plasmodium, que se reproduz nos eritrócitos (células vermelhas 

sanguíneas), cuja sua transmissão é dada pelo mosquito fêmea do gênero 

Anopheles. Dentre as espécies de protozoários causadores da malária 

podemos destacar o Plasmodium (P.) ovale, P. malariae, P. vivax e o P. 

falciparum (OLIVEIRA et al, 2015; LEITE et al., 2013). 

No Brasil, a Secretaria de Vigilância em Saúde (SVS) divulgou no 

boletim de 2015 que a malária ainda representa um grande problema de saúde 

pública, entretanto no Amazonas ela teve uma redução no ano de 2013 sendo 

considerada de baixo risco, mesmo assim a sua a transmissão é variável nos 

diferentes municípios e localidades, sendo influenciada pela interação de 

fatores ambientais, socioculturais, econômicos e políticos. 

O ciclo biológico do parasita da malária engloba dois estágios, a fase 

sexuada, que ocorre no interior do mosquito Anopheles e outra assexuada que 

ocorre no hospedeiro, conforme mostrado na Figura 4. 
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Figura 4: Ciclo biológico da transmissão da malária em humanos. Fonte: (BIAMONTE et al., 

2013). 

 

 

O primeiro estágio de infecção do parasita se inicia com a picada 

liberando diversos esporozoítos para a corrente sanguínea do indivíduo, por 

meio de suas glândulas salivares. Em seguida, as células do fígado 

(hepatócitos) são atingidas e a quantidade de esporozoítos no sangue se torna 

inexistente. Os parasitas se desintegram por meio de multiplicação assexuada 

liberando milhares de merozoítos, e através destes ocorre a eclosão e ruptura 

nas células do fígado. Cada unidade de merozoíto, após passar pelo eritrócito 

(célula vermelha do sangue), se multiplica em 12 a 16 merozoítos por 

esquizonte (glóbulo vermelho infectado), ocasionando as febres intermitentes 

(BIAMONTE et al., 2013). Após o processo de multiplicação assexuada ocorre 

a formação dos gametócitos feminino e masculino, onde podem ser capturados 

pelo mosquito quando sugarem o sangue de um hospedeiro infectado 

completando o assim o ciclo biológico.  

Para o tratamento, são utilizadas substâncias químicas com potenciais 

antimaláricos que podem ser classificados de acordo com as características 

químicas, farmacológicas, locais de ação no ciclo biológico do parasito, entre 

outras. Algumas classes de substâncias químicas têm sido utilizadas no 

tratamento da malária como, por exemplo, os alcaloides que são substâncias 

encontradas em alguns grupos vegetais. Sua característica é possuir um átomo 
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de nitrogênio no anel, além de sesquiterpenos que possuem 15 átomos de 

carbono em sua estrutura (Figura 5). 

 
 

N

H

H

OH

N

MeO

                       

O

O

O
O

H

O

H

 
                               Quinina                                          Artemisinina 
                              (alcaloide)                                     (sesquiterpeno) 
                           

Figura 5: Estrutura química do alcaloide quinina e do sesqueterpeno artemisinina considerados 

antimaláricos. 

 

 Outros estudos mostraram que outras substâncias também possuem 

atividade antimalárica, como os taninos hidrolisados, flavonoides, 

sesquiterpenos lactônicos, saponinas e triterpenos (KAUR et al., 2009; 

CASTANIEDA et al., 1993; CAMACHO et al., 2003). 

 

2.4 Família Picrodendraceae 
 

A família Picrodendraceae possui apenas 29 gêneros e 100 espécies 

(SUTTER et al., 2006), nativas de zonas tropicais (Figura 6). Ela possui uma 

distribuição bastante restrita, ocorrendo em vários tipos de vegetação de 

várzea, florestas secas ou cerrado árido. Ela ocorre principalmente no 

hemisfério sul (Figura 6) destacando-se os gêneros Austrobuxus, Oldfieldia, 

Pseudanthus, Tetracoccus, Picrodendron e Piranhea (MOBOT, 2015).  

Estes gêneros foram originalmente classificados em Euphorbiaceae, a 

qual é considerada um dos grupos taxonômicos mais complexos. Estudos 

posteriores foram realizados sobre a anatomia das folhas, madeira e das 

estruturas do pólen, e assim foi comprovado que a família Euphobiaceae não 

era um grupo monofilético (WURDACK et al., 2004). Essas propostas com 

algumas modificações na organização da família Euphorbiaceae, contribuíram 

para a divisão em três novas famílias: Euphobiaceae, Picrodendraceae e 

Phyllanthaceae (CHASE, 2002; APG, 2003). 
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http://www.tropicos.org/Name/50168724?tab=maps 

Figura 6: Ocorrência Mundial da Família Picrodendraceae 

 

 Estudo com algumas espécies da família, mostram a presença da classe 

dos terpenos como constituintes químicos da família Picrodendraceae, como 

nos estudos dos gêneros Androstachys (PIACENZA et al., 1979), Petalostigma 

(GRACE et al., 2006), porém outras classes de substâncias foram isoladas com 

espécies da mesma família (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Substâncias isoladas de espécies da família Picrodendraceae  

 

 
Susbstâncias 

 
Parte Vegetal 

 
Espécie 

 
Referências 

O

O

HO
 

 
ent-3β-hidroxibeier-15(16)-

en-2,12-diona 
 

 
 
 
 

Cerne 
 

 
 
 
 

Androstachys 
johnsonii 

 
 
 
 

PIACENZA, 
1979 

 

O

O

HO

 
 

ent-2-hidroxibeier-l,15-
diene- 3,12-diona 

 
 
 

Cerne 
 

 
 

 

Androstachys 

johnsonii 

 
 
 

PIACENZA, 
1979 
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O

RO

O

R = Ac
R = H  

2-acetoxi-1,15-beieradien-
3,12- diona ; 2-hidroxi-1,15 

beieradiena-3,12-diona 

 
 

 
 

Raízes 
 
 

 
 

 

Androstachys 

johnsonii 

 
 
 
 
PIACENZA, et 

al. 1979. 

O

O

Ph

H

 
 

ent-2-benzilidenebeier-15-
en-3,12-diona 

 
 
 

Cerne 
 

 
 
 

Androstachys 
johnsonii 

 
 
 

PIACENZA, 
1979 

 

 

O

Ph

H

 
 

ent-benzilidenebeier-15-
en-3 ona 

 
 
 

Cerne 
 

 
 
 

Androstachys 
johnsonii 

 
 
 

PIACENZA, 
1979 

 

 

CH3
HO

Ph

H

O

 
ent-2-benzilidene- 16α-
hidroxiatis-13-en-3-ona 

 
 

 
Cerne 

 

 
 
 

Androstachys 
johnsonii 

 
 
 

PIACENZA, 
1979 

 

 
ent-16α-Hidroxi-2α-

hidroxibenzi-atis -13-en-3-
ona 

 
 
 

Cerne 
 

 
 
 

Androstachys 
johnsonii 

 
 
 

PIACENZA, 
1979 
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2.5  Gênero Piranhea 
 

No Brasil, ocorrem os gêneros Piranhea e Podocalyx, sendo que, o 

gênero Piranhea pode ser encontrado nos estados do Amapá, Pará, 

Amazonas, Tocantins, Acre, Rondônia, Maranhão, Bahia e Mato-Grosso 

(SECCO e CORDEIRO 2015). Esse gênero possui apenas 4 espécies: 

Piranhea longepedunculata, P. mexicana, P. securinega, P. trifoliata (SECCO e 

CORDEIRO, 2015).  

Estudos fitoquímicos foram realizados apenas com a espécie P. 

mexicana que possui sinonímia Celaenodendron mexicana, da qual foram 

isolados terpenos com atividade antimalárica, citotóxica e antiprotozoária 

(KAUR et al., 2009; CASTANIEDA et al., 1993; CAMACHO et al., 2003). 

Foram realizados também, estudos fitoquímicos de P. trifoliata, com o 

isolamento da 28-hodroxi-friedelan-3-ona, friedelan-3-ona e 3-metoxi-4-hidroxi-

benzaldeído (JEFFREYS, 2011; PEDROZA, 2014; CASTANIEDA et al., 1993).   

A tabela a seguir (Tabela 2) mostra as substâncias isoladas do gênero 

Piranhea. 

 

Tabela 2: Substâncias isoladas do gênero Piranhea 

 

 
Substância 

 
Parte 

Vegetal 

 
Espécie 

 
Referências 

O

O

O
OH

H3C

OH

OH

CH3O
O

O

 

celaenodendrolida I 

 

 

Cascas do 

tronco 

 

 

Celaenodendron 

mexicanum 

 

 

CASTAÑIEDA 

et al., 1993. 

O

O

O
OH

H3C

OH

H

CH3O
O

O

OH  
picrodendrina E 

 

 

Cascas do 

tronco 

 

 

Celaenodendron 

mexicanum 

 

 

CASTAÑIEDA 

et al., 1993 
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O

O

OCH3

O

O

H3CO

HO

O

 
ácido elágico-4-О-β-D-

xilopirosidio-3,3’ 

dimetil eter 

 

 

Cascas do 

tronco 

 

 

Celaenodendron 

mexicanum 

 

 

CASTAÑIEDA 

et al., 1993 

HO

COOH

 

ácido oleanólico 

 

 

Folhas 

 

 

Celaenodendron 

mexicanum 

 

 

CASTAÑIEDA 

et al., 1993 

HO

H

CO2H

 

Á 

ácido 3α - hidroxi-7,24Z– 

dien- tirucala-26-oico 

 

 

 

Folhas 

 

 

 

Celaenodendron 

mexicanum 

 

 

 

CAMACHO, et 

al., 2009 

O

H

CO2H

 

ácido 3-oxitirucala-7,24-

dien-26-óico 

 

 

Folhas 

 

 

Celaenodendron 

mexicanum 

 

 

 

BACAB-CHAN 

et al., 2001 

CH3 CH3

CH3

H CH3

CO2HCH3

 

ácido epi-oleanólico 

 

 

Folhas 

 

 

Celaenodendron 

mexicanum 

 

 

BACAB-CHAN 

et al., 2001 
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2.6  Piranhea trifoliata 
 

 

Piranhea trifoliata são árvores grandes com os ramos bem 

desenvolvidos, em geral parcialmente submersos nas margens dos rios, 

troncos com cascas de cor cinza, estriadas longitudinalmente (REMADE 2015). 

É uma árvore do dossel superior, alcançando idade de mais de 400 anos 

(WORBES, et al 1992). Ela pode ser encontrada no Brasil, Bolívia e Venezuela. 

Aqui no Brasil ela é encontrada nos estados do Amazonas, Pará, Tocantins, 

Rondônia e Mato Grosso (SECCO e CORDEIRO, 2015). 

É conhecida popularmente como Piranheira (Figura 7), pois seus frutos e 

sementes alimentam piranhas e outros peixes, é encontrada nas áreas de 

várzeas e igapós, possui uma madeira sem cheiro e gosto, é resistente a 

fungos e insetos. A sua casca é usada como curativo para inflamações no 

útero em banhos de assento e para chás no tratamento de malária (CAMPOS 

FILHO, 2012).  

 

 

  

 

 

 

 

 

        

        

Figura 7: fotos da coleta de Piranhea trifoliata e confecção da exsicata para depósito no 

herbário 

 

 

Até o presente momento foram publicados pelo nosso grupo de 

pesquisa, estudos fitoquímicos com o isolamento dos triterpenos: 28-hidroxi-

friedelin-3-ona, friedelan-3-ona e o ácido-metoxi-4-hidroxi-benzaldeído além de 

seus extratos metanólicos apresentarem atividades antimalárica, antioxidante, 
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antibacteriana e antifúngica (RODRIGUES et al., 2014; PEDROZA, 2014; 

JEFFREYS, 2011) (Figura 8) . 

 

 

CH3 CH3

O

CH3

CH3

CH3 CH3

OH

CH3

     

CH3 CH3

O

CH3

CH3

CH3 CH3

CH3

CH3

 

      28-hidroxi-friedelan-3-ona                      Friedelan-3-ona                                        

 

 

 

OH

O

O H

CH3

 

3-metoxi-4-hidroxi-benzaldeído 

 

Figura 8: Triterpenos e um benzaldeído isolados das folhas e galhos de Piranhea trifoliata. 

 

 

2.7  Bioprospecção de fungos endofíticos: Um recurso plausível para o 
avanço biotecnológico 
 

Os fungos endofíticos podem ser encontrados nos espaços inter e 

intracelulares do tecido vegetal, podendo permanecer por um longo período do 

seu ciclo de vida, apresentando incidência variável de acordo com a planta, 

espaço geográfico, idade e sazonalidade (AZEVEDO et al., 2000; ESPOSITO-

POLESI 2011, PICCOLO et al, 2010).  
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Além disso, sua interação no tecido vegetal, pode induzir a produção de 

diferentes substâncias de interesse clínico pois, estudos mostram que o 

isolamento de substâncias a partir de fungos, tornou-se benéfica tanto para a 

saúde pública quanto para o avanço biotecnológico com a produção de 

diferentes antibióticos, contribuindo com o desenvolvimento econômico e 

científico pois, seu crescimento é mais rápido e ocupa menor espaço 

(BEZERRA et al., 2015; FREIRE et al., 2015).  

Segundo os relatos do avanço da pesquisa fitoquímica e biológica, mais 

de 100 micro-organismos endofíticos foram cultivados e submetidos a 

investigações para a caracterização química e avaliação biológica, resultando 

em novas estruturas químicas e atividades biológicas interessantes (WIBOWO 

et al, 2016, KUSARI et al, 2013; SENADEERA et al, 2012; GUNATILAKA 2006, 

Grande parte dos fungos endofíticos produzem metabólitos similares ou 

igualmente presentes em suas plantas hospedeiras, onde as classes químicas 

podem ser identificadas e comparadas através da técnica de Ressonância 

Magnética Nuclear - RMN de 1H (ZHANG; SONG; TAN, 2006; GUNATILAKA, 

2006).  

De acordo com Schulz e Boyle 2005, aproximadamente 80% dos fungos 

endofíticos produzem metabólitos biologicamente ativos que podem 

transformar-se em antibióticos, fungicidas ou herbicidas, como por exemplo o 

taxol, obtido tanto da planta medicinal Taxus brevifolia como do fungo 

endofítico Taxomyces andreanae (STROBEL et al., 2004). Essas similaridades, 

nos mostram que os fungos endofíticos possuem a capacidade de se adaptar 

ao microambiente por variação genética, ocorrendo assim, uma transposição 

de genes entre a planta e o fungo em uma verdadeira engenharia genética in 

vivo (DAVITT et al. 2011, GUNDEL et al, 2011; AZEVEDO et al., 2000; ZHANG 

et al., 2006;). 

A tabela 26, mostra algumas substâncias que foram isoladas a partir de 

fungos endofíticos com importantes potenciais biológicos.  
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Tabela 3: Algumas substâncias isoladas de fungos endofíticos com potencial biológico. 

 

Substância Fungo endofítico Atividade 

N
N

O

O

O

 

       Camptotecina 

 
 

Nothapodytes 

foetida 

 
Citotóxica em linhagens 

celulares de câncer 

humano in vitro 

(PURI et al., 2005) 

O

O

H

CH3

N CH3

O

OH

H3C

 

        Criptocina 

 

 

Cryptosporiopsis 

quercina 

 
 
 

Antitumoral 

(LI, 2000) 

O

O
H3C

O
H3C

Cl
H3C

H

O
CH3

O

O

 

             Griseofulvina 

 

 

Penicillium 

griseofulvum 

 

 

Antifúngica  

(CAFEU et al., 2005) 

O

NHO O

OH

HO O

O OH

O

O

O

OO

O

H

 

Taxol 

 

 

Taxomyces 

andreanae 

 

 

Tratamento de câncer 

de útero e mama 

(STROBEL et al., 2004) 

O

O
O

O

CO2H

O

H

H

O

O

O
CO2H

 

Ácido torreiânico 

 

Pestalotiopsis 

microspora 

 

 

Anticancerígenos 

(LEE et al., 1996) 
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N

S
CH3

CH3

H

COOH
O

NH

O

 

Penicilina 

 

Penicillium 

notatum 

 

 

Antibiótivo 

(TAN and ZOU, 2001) 

 

 

 

2.8  Família Valsaceae 
 

A família Valsaceae pertence ao reino Fungi, divisião Ascomycota, 

subfilum Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, subclasse 

Sordariomycetidae e orden Diaporthales (MYCOBANK, 2016). 

Possui 95 gêneros e aproximadamente 228 espécies com ocorrencia 

principalmente no Brasil e Europa, tendo com os principais representantes os 

gêneros: Amphiporthe, Apioplagiostoma, Chadefaudiomyces Kamat, 

Clypeoporthella, Cytospora, Ditopellina, Durispora, Hypospilina (Sacc.), 

Leptosillia, Leucostoma, Phomopsis, Rossmania e Valsella (MYCOBANK, 

2016; LUMBSCH, 2009). 

Estudos com algumas espécies da família, mostraram a presença de 

substâncias fenólicas e ácidos (Tabela 4).   

 

 

Tabela 4. Algumas substâncias isoladas da família Valsaceae 

 

Substância Fungo endofítico Atividade 

COOEt

OHHO
 

 

2,4-diidroxi-5,6-dimetil benzoato de 

etila 

 

 

 

Phomopsis 

cassiae 

 

 

Atividade 

antifúngica; contra 

a linhagem celular 

de tumor cervical 

humano (STINSON 

et al, 2003) 
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O

OOH

OH

COH
 

phomopsilactona 

 

 

Phomopsis 

cassiae 

 

Atividade 

antifúngica; contra 

a linhagem celular 

de tumor cervical 

humano (STINSON 

et al, 2003) 

O
OH

OH

OHC7H15

O

 

citosporona D 

 

 

Cytospora sp. e 

Diaporthe 

 

 

Antibacteriana 

(BRADY, 2000) 

O

O

HO

OMe

MeO

OH

O

O

OH

OH

 
Citoskirina A 

 

 

 

Cytospora sp. 

 

 

Antibacteriana 

(BRADY, 2000) 

O

CH3

CH3

CH3

O

O

O

OH

 

Fomopsolida A 

 
 
 
 

Phomopsis sp. 

 

 

 

Antibacteriana 

(STIERLE, 1993) 

O

O
OH

 
5-phenyl-4-oxopentanoic acid 

 

 

Cytospora sp. 

 

 

(LU et al, 2011) 
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3-(2,5-dihydro-4- hydroxy-5-oxo-3-

phenyl-2-furyl)propionic acid 

 

 

Cytospora sp. 

 

 

(LU et al, 2011) 

O

OOH

 

(3R)-5-methylmellein 

 

 

Cytospora sp. 

 

 

(LU et al, 2011) 

HO

OH

O
O

HO

OH

OH

 
Integracins A 

 

 

 

Cytospora sp. 

 

 

 

(LU et al, 2011) 

 
HO

OH

O
O

OH

OH

OH  
 

Integracins B 

 

 

 

 

Cytospora sp. 

 

 

 

 

(LU et al, 2011) 

   

 

 

 

2.9  Gênero Diaporthe 
 

O gênero Diaporthe é a forma sexuada, telemorfo, do fungo endofítico e 

a forma assexuada, anamorfo, é denominada de Phomopsis. Ele é um 

ascomiceto pertencente ao filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotin, classe 
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Sordariomycetes, subclasse Sordariomycetidae, ordem Diaporthales e família 

Valsaceae (ABREU et al, 2012). 

Estudos recentes, mostraram que a identificação das espécies do 

gênero Diaporthe é considerado um desafio mediante a um hospedeiro não 

descrito anteriormente (UDAYANGA et al., 2011), pois existem diferentes 

espécies vegetais possuidoras de uma gama de fungos endofíticos com 

poucas características que podem diferenciá-las, sendo necessárias diferentes 

técnicas moleculares para fazer a classificação (UECKER, 1988; SANTOS et 

al., 2010; BOTELLA e DIEZ, 2011). 

Apesar da dificuldade de identificação, diferentes estudos afirmaram que 

espécies do gênero Diaporthe têm sido descritas como endofíticas, 

patogênicas, além de causar problemas à saúde humana (GARCIA-REYNE et 

al., 2011; ROSSMAN, 2007; CROUS e GROENEWALD, 2005).   

Além disso, este gênero é citado como produtor de metabolitos 

secundários e enzimas (DAI et al., 2005; ELSAESSER et al., 2005), além de 

possuidor de diferentes atividades biológicas como:  ação antibiótica (LIN et al., 

2005; DETTRAKUL et al., 2003), fungicida (WU et al., 2008), capaz de impedir 

a herbivoria (VESTERLUND et al., 2011), anticancerígena (KUMARAN, 2009) e 

pode ser utilizado no controle biológico de ervas daninhas (ASH et al., 2010). 

Sendo assim, estudos de bioprospecção de microrganismos endofíticos 

para fins farmacêuticos e biotecnológicos, são de fundamental importância para 

a descoberta de novos antibióticos, agentes quimioterápicos e defensivos 

agrícolas, pois grande parte dos metabólitos isolados a partir de fungos 

endofíticos são caracterizados como eficazes, com baixa toxicidade, não causa 

impacto ambiental e podem ser produzidos em larga escala (XU et al., 2010; 

SMITH et al., 2008; UDAYANGA et al., 2011).  

A tabela a seguir mostra os metabólitos secundários isolados de 

espécies do gênero Diaporthe (Tabela 5).  
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Tabela 5. Metabólitos isolados do gênero Diaporthe 

 

Substância  Gênero 
Atividade 

biológica 

 

HO OH

COOEt

Etil 2,4 dihidroxi-5,6-
dimetil benzoato  

 

 

Phomopsis cassiae 

 

 

Antifúngica 

(SILVA et al., 

2005) 

 

Fomopsilactona

O

OOH

HO

COH

 

 

 

 

Phomopsis cassiae 

 

 

Antifúngica 

(SILVA et al., 

2005) 

 

O

OAc

OAc

OOH OH

R1

OH O OH

R2

R1 = OH  R2 = OH Diceradiol A-

 R1 = OAc   R2 = OH - Diceradiol B

R1 = OAc   R2 = OAc  - Diceradiol C  
 

 

 

 

Phomopsis longicolla 

 

 

 

Antibiótica e 

citotóxica 

(WAGENAAR, et 

al, 2000) 

O O

H

O

O

HO

Micoepoxidieno  

 

 

 

Diaporthe sp. 

 

 

Citotóxica 

(PRACHYA et 

al., 2007). 
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O

O OH

OH

Altiloxina A  

 

 

Diaporthe sp. 

 

Fitotóxica  

(ICHIHARA et al, 

1984) 

HO

Esterol  

 

 

Phomopsis sp. Lz42 

 

 

LIN et al., 2005 

N

O

O

O

Cl

H

N

N

N

O

H

O

H
H

H

O
N

H

N

O

O

O

H

H

O

O

H

H

Fomopsina  

 

 

 

 

 

 

Phomopsis 

leptostromiformis 

 

 

 

 

 

 

Antimicótifca 

(SHIVAS et al., 

1991) 

O

O

OH OH

Nonenolide  

 

 

Phomopsis sp. A123 

 

Fitotóxico 

(LI et al., 2010; 

RIVERO-CRUZ, 

2003) 
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O

O
OH

OH

Fomonol  

 

 

Phomopsis sp. A123 

 

 

(LI et al., 2010) 

O

OO

OH

OH

Fomotone  

 

 

 

Phomopsis sp. A123 

 

 

 

(LI et al., 2010) 

OH

O

OH

Fomofene  

 

 

Phomopsis sp. A123 

 

 

(LI et al., 2010) 

O

OO

CHO

OH

4-formil-7-metoxil-6-metil-ftal-ida  

 

 

 

Phomopsis sp. A123 

 

 

 

(LI et al., 2010) 

O

OO

OH

O

Ácido diidrogladiolico metillactol  

 

 

 

Phomopsis sp. A123 

 

 

 

(LI et al., 2010) 
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NH O

OH

O

OH

O

Citotalasina H  

 

 

 

 

Phomopsis sp. A123 

 

 

 

 

(LI et al., 2010) 

O

O

O

Benzofomopsin A  

 

 

 

Phomopsis sp. KS-37-2 

 

 

 

SHIONO et al., 

2009 

O

O O

mileim  

 

 

Phomopsis sp. 

Antimicrobiana e 
antinflamatória 

 
(REDKOA 

et al., 2007; 

WEBER et al., 

2005) 

Nectriapirona

O

O

O

 

 

 

 

Phomopsis sp. 

Antimicrobiana e 
antinflamatória 

 
(REDKOA 

et al., 2007; 

WEBER et al., 

2005) 

O

O O

O

H

H

4- Hidroximileim  

 

 

 

Phomopsis sp. 

 
Antimicrobiana e 
antinflamatória 

 
(REDKOA 

et al., 2007; 

WEBER et al., 

2005) 
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O O

O O

H

H

H

Scitalona  

 

 

 

Phomopsis sp. 

 
Antimicrobiana e 
antinflamatória 

 
(REDKOA 

et al., 2007; 

WEBER et al., 

2005) 

HO

OH

Tirosol  

 

 

Phomopsis sp. 

Antimicrobiana e 
antinflamatória 

 
(REDKOA 

et al., 2007; 

WEBER et al., 

2005) 

O O

OH

Mevalonalactona  

Phomopsis sp. Antimicrobiana e 
antinflamatória 

 
(REDKOA 

et al., 2007; 

WEBER et al., 

2005) 
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           Diaporthe sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Citotoxicidade 

contra células do 

cancro 

(ZANG et al, 

2012 

O

OO

O

O

Micoepoxidieno  

 

 

 

Diaporthe 

pseudomangiferae 

SNB-GSS10 

 

 

Citotóxicas 

contra câncer 

cervical  

(WANG et al., 

2010) 
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2.10 Diaporthe hongkongensis 
 

Este fungo foi isolado das folhas de P. trifoliata e foi fracionado neste 

trabalho. O fungo endofítico Diaporthe hongkongensis, pertencente ao reúno 

Fungi, filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, 

subclasse Sordariomycetidae, ordem Diaporthales, família Diaporthaceae, 

gênero Diaporthe é largamente distribuído, saprófito, considerado fitopatógeno, 

mas também com ação patogênica contra humanos e outros mamíferos.  

Até o presente momento, este fungo possui apenas estudos 

morfológicos e moleculares (DISSANAYAKE et al, 2014; HUANG et al, 2013), 

tornando-se plausível seu estudo químico e biológico visto que, outras espécies 

de fungos do mesmo gênero possuem importantes metabólitos secundários 

com diferentes ações biológicas. 
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3 Objetivos 
 

 

3.1  Geral  
 

 

 Realizar o estudo químico e biológico dos extratos das folhas de 

Piranhea trifoliata Baill e dos seus fungos. 

 

 

 

3.2  Específicos  
 

 

 Avaliar as atividades antimalárica, antioxidante e antibacteriana dos 

extratos vegetais e dos caldos metabólitos obtido dos fungos endofíticos; 

 

 Realizar o perfil químico dos fungos endofíticos obtidos de P. trifoliata; 

 

 Isolar e identificar as substâncias majoritárias presentes nos extratos e 

nos caldos metabólicos ativos dos fungos endofíticos; 
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4 Metodologia 
 

Material e Métodos 

 

4.1  Equipamentos utilizados  
 

 O espectro de massas utilizado foi o MircoTOF-QII (Brucker Daltonics), 

fonte de ionização ESI em modo positivo, 17500 FWHM, cromatógrafo 

Prominence UFLC (Shimadzu) com detector de diodos (DAD) SPDM-20ª 

operando na faixa 190 a 400 nm, injetor automático SIL-20-A e coluna Shim-

pack XR-ODS 2 µm x 50 µm. 

Os espectros de RMN, foram analisados em: RMN de 300 MHz (Bruker 

BioSpin AG, Modelo Fourier 300 UltraShield, com frequência de 300 MHz para 

hidrogênio com sonda EasyProbe Dual 300 MHz S1 5mm Z-gradient), para os 

núcleos de 1H e de 13C (300 e 75 MHz, respectivamente), em CDCl3. 

Para a atividade antibacteriana utiliuzou-se: leitora para microplaca 

(modelo multiscan 60, Themo) com leitura em 600 nm e espectrofotômetro 

(Femto, Cirrus 80 ST). 

 

4.2  Coleta 
 

As folhas de Piranhea trifoliata foram coletados em Volta Grande do 

Xingu, Altamira, PA em agosto de 2009 (Coleta 1), no lago do Catalão, 

Iranduba, AM em julho de 2010 (Coleta 2) e em abril de 2013 (Coleta 3, 

realizada do mesmo espécime vegetal da coleta 2).  

As exsicatas foram enviadas para identificação taxonômica no Herbário 

do Instituto Federal do Amazonas – IFAM, sendo registrada sob o número: 

10653 (coletada 1) e 10654 (coletas 2 e 3). 

 

4.3  Preparação dos extratos vegetais das folhas de P. trifoliata  
 

As folhas coletadas foram secas à temperatura ambiente, moídas em 

moinho de facas e extraídas com diclorometano (DCM) (coleta 1) e com 

hexano, coleta 2. Esta mudança ocorreu devido à conscientização de 

preservação ao meio ambiente, substituindo um solvente mais tóxico (DCM) 

por um solvente menos tóxico (hexano). Essa extração foi repetida quatro 
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vezes com o auxílio da ultrassom por 20 minutos, para a obtenção de maior 

massa de extrato bruto onde foram concentrados em rota-evaporador. Após 

esta etapa, o material vegetal foi acondicionado em uma bandeja onde ficou 

em repouso e em temperatura ambiente até a evaporação total do solvente.  

Em seguida, foram realizadas duas novas extrações do mesmo material 

vegetal com metanol e água destilada, utilizando o mesmo processo da 

extração anterior, com exceção da concentração do extrato aquoso que foi 

realizada em liofilizador. 

 

4.4  Partição líquido-líquido dos extratos metanólicos das folhas 
 

A fim de se obter uma primeira separação, os extratos metanólicos 

foram submetidos a uma partição líquido-líquido no funil de separação (Figura 

9). Os extratos foram solubilizados com água destilada e MeOH na proporção 

7:3 e extraído três vezes com cada solvente. O primeiro solvente foi o 

diclorometano (DCM) e o segundo foi o acetato de etila (AcOEt). A solução 

resultante no funil foi denominada de hidrometanólica com símbolo (H2O-

MeOH) sendo considerada a terceira fase. 

                         

 

Figura 9: Partição líquido-líquido dos extratos metanólicos das folhas com DCM (A), AcOEt (B) 

de P. trifoliata. 

 

 

4.5  Prepado dos extratos dos fungos endofíticos  
 

Para o estudo dos fungos endofíticos, foi realizado uma nova coleta do 

mesmo espécime da coleta 2, denominada de coleta 3. As folhas foram 

coletadas no lago do Catalão no município de Careiro da várzea, como descrito 

no item 4.1, submetidas a um processo de desinfecção superficial do material 

pelo método de Araújo et al., (2001), com modificações.  

A B 
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As folhas com aparência saudáveis foram lavadas cuidadosamente em 

água corrente e enxaguadas com água destilada. No processo de desinfecção 

superficial, para a eliminação de micro-organismos epifíticos, as folhas foram 

desinfestadas com a solução de álcool 70%, sendo imersas por um minuto, sob 

agitação vigorosa e constante. Em seguida, foi descartada a parte líquida e 

adicionado à solução de hipoclorito de sódio a 2,5% de cloro ativo (v/v) durante 

três minutos e novamente adicionado álcool 70% por trinta segundos. Ao final 

do procedimento todo o material foi lavado quatro vezes em água destilada 

esterilizada. Uma pequena alíquota de 50 μL de água da última lavagem foi 

inoculada em placa de Petri como forma de controle negativo. 

Ao final da desinfestação, as folhas de P. trifoliata foram cortadas com 

bisturi, cinco pequenos fragmentos com 0,5 X 0,5 centímetros onde foram 

distribuídos equidistantes em cada placa de Petri, contendo o meio de cultura 

Ágar Batata Dextrose (BDA) acrescido do antibiótico oxitetraciclina a 2,5 

mg/mL para evitar o crescimento de bactérias endofíticas. As placas foram 

incubadas em temperaturas variando de 26 a 30 ºC durante quinze dias (Figura 

10). 

 

   

Figura 10: Coleta (a), desinfestação (b) e preparo dos fragmentos das folhas para a obtenção 

dos fungos endofíticos (c). 

 

 

Vale ressaltar que parte do material coletado, foi moído e extraído com 

hexano, metanol e água para a realização do teste antibacteriano e análise de 

RMN de H1 para identificação das possíveis classes químicas e comparação 

com os extratos das outras coletas. 

 

 

A B C 
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4.6  Purificação e conservação dos fungos endofíticos de P. trifoliata 
 

Após o crescimento dos fungos, de 15 dias, estes foram purificados em 

meio BDA, onde utilizou-se a técnica de visualização macroscópica, 

observando a coloração e a forma variada. Em seguida, os fungos foram 

submetidos a sucessivas repicagens até a observação macroscópica de uma 

única coloração e forma uniforme Sua conservação foi realizada pelo método 

de Castelani 1963. (Figura 11). 

 

 

 

 

 

   

Figura 11: Crescimento dos fungos endofíticos (A), processo de obtenção e purificação de um 

único fungo (B) e conservação dos fungos (C).  

 

Após o processo de purificação foram obtidos nove fungos endofíticos em 

diferentes formas e cores diferentes (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B C 
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Figura 12: Obtenção dos 9 fungos endofíticos obtidos de Piranhea trifoliata. 

 

 

4.7  Identificação dos fungos endofíticos por análise molecular  

 

 

A identificação do fungo endofítico foi realizada na Fundação André 

Tosello Pesquisa e Tecnologia – FAT, junto a sua Coleção de Culturas 

Tropical, pela técnica Milena Duarte Lançoni. 

 

4.7.1  Inoculação em meio de cultura 

 

Os fungos endofíticos foram cultivados em SDB (Sabouraud Dextrose 

Broth) para posterior extração genômica. 

 

 

 

Fungo 1 Fungo 2 Fungo 3 

Fungo 4 Fungo 5 Fungo 6 

Fungo 7 Fungo 8 Fungo 9 
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4.7.2 Manipulação do DNA 
 

O DNA foi extraído com kit comercial Quick-DNA Isolation Kit (Zymo 

Research), segundo as instruções do fabricante. A amplificação do DNA alvo, 

através da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), foi realizada a partir dos 

oligonucleotídeos SR6R (5’ AAGTATAAGTCGTAACAAGG 3’) e LR1(5’ 

GGTTGGTTTCTTTCCT 3’) (WHITE et al., 1990). Após corrida eletroforética 

em gel de TBE-agarose 1,5% (p/v), o produto foi purificado, quantificado, 

concentrado, aliquotado e acrescido dos oligonucleotídeos SR6R e LR1 

utilizados para seqüenciamento, sendo este realizado na plataforma ABI 3500 

Genetic Analyzer (Life Technologies). 

 

4.7.3 Análises das sequências  
 

A obtenção da sequência consenso (BioEdit) da amostra dos fungos 

endofíticos foram geradas a partir do seqüenciamento bidirecional realizado 

com os primers supracitados. A sequência consenso foi comparada com as 

depositadas no GenBank (NCBI) via BLASTn, alinhada com as sequências 

similares disponíveis no banco de dados e, posteriormente, foi construída uma 

árvore de distância filogenética com auxílio do programa MEGA6. 

 

 

4.8  Preparo do cultivo celular para a obtenção dos fungos endofíticos 
em meio líquido. 

 

Para a obtenção dos fungos em grande quantidade, pequenos 

fragmentos foram adicionados em erlenmeyers de 500 mL contendo o meio de 

cultura batata dextrose líquido (BDL), onde permaneceram por um período de 

15 dias em dois sheikers, um com doze e outro com vinte posições, a 112 rpm 

à 25 ºC, (Figura 13 A). Para a realização do controle do pH da solução, foi 

utilizado uma fita de pH, Merck, onde foi medido o pH do caldo antes de 

colocar os fragmentos e a cada cinco dias até o final do período de crescimento 

e para o controle da concentração de glicose, foi utilizado uma fita reativa da 

URICLIN 10, seguindo os mesmos procedimentos descritos na bula (Figura 13 

B e C) 
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Figura 13: Cultivo dos fungos endofíticos em Sheikers a 112 rpm à 25 oC (A), medição do pH e 

do nível de glicose (B e C). 

 

 

 

4.9  Filtração e partição líquido-líquido do caldo metabólito obtida dos 

fungos endofíticos  

 

 

Com o objetivo de realizar uma análise química e biológica completa dos 

fungos endofíticos, o caldo metabolico foi filtrado com um funil de Buchner e 

kitassato (Figura 14).  

 

    

Figura 14: Filtração do caldo metabólico dos fungos endofíticos (A) e (B) obtidos de P. 

trifoliata.  

   

Após a filtração, o caldo foi acondicionado em um funil de separação de 

1000 mL para a realização da partição líquido-liquido. As imagens a seguir, 

mostram os detalhes da partição na obtenção da fase DCM (Figura 15 A) e da 

fase AcOEt (Figura 15 B).     

 

A B C 

A B 
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Figura 15: Partição líquido-líquido do caldo metabólico dos fungos endofíticos de P. trifoliata, 

para a obtenção da fase DCM (A) e da fase AcOEt (B). 

 

 

4.10 Extração dos fungos endofíticos 

 

Para a extração, primeiramente foi retirada toda a água do micélio por 

filtração a vácuo e a acondicionado em um erlenmeyer de 500 mL, em seguida 

foi adicionado o solvente hexano e levado ao ultrassom por 20 min. Após o 

tempo estimado, o solvente foi filtrado e ao observar sua coloração, verificou-se 

que a extração não foi eficiente, apresentando um rendimento entre 4 a 9 mg 

de extrato bruto.  

Com isso, optou-se por realizar novamente a extração sendo que agora 

com DCM, o qual possui maior polaridade (Figura 16). A extração com DCM foi 

repetida cinco vezes seguida do MeOH e água. Os detalhes dessa etapa está 

descrita no item 4.2. 

 

        

 

Figura 16: Etapas da obtenção dos extratos do micélio em ordem crescente de 

polaridade em ultrassom (A) e preparo do material para a filtração simples (B). 

 

A B 

A B 
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4.11 Metodologias gerais iniciais com os extratos e as fases 
 

Para o início do fracionamento fitoquímico foi necessário fazer um 

levantamento bibliográfico da família e do gênero afim de verificar as possíveis 

classes químicas presentes. Em seguida, realizou-se a técnica da 

Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) com os solventes 

Hexano, DCM, Acetona, Acetato de Etila (AcOEt) e Metanol (MeOH) nos 

seguintes sistemas: hexano/DCM, hexano/AcOEt, hexano/acetona, 

DCM/AcOEt, DCM/acetona, DCM/MeOH e AcOEt/MeOH em diferentes 

proporções variando de 10 a 100% de solventes, borrifados com os 

reveladores químicos. Os reveladores químicos foram: iodo ressublimado, 

sulfato cérico, cloreto férrico, cloreto de alumínio, anisaldeído sulfúrico e 

reagente de Dragendorff.  

Os extratos e fases escolhidos foram fracionados em cromatografia em 

coluna aberta utilizando Sílica gel 60 (SiO2 - 230–400 e 40-140 mesh, 

MERCK). As frações foram monitoradas por cromatografia em camada delgada 

comparativa analítica CCDC (Silica gel 60 F254, aluminium sheets, Merck, 

Germany) sob luz UV 254 e 364 nm e após reveladas com anisaldeído sulfúrico 

e cloreto férrico. 

Após essa etapa, uma pequena parte dos extratos (40 mg) foram 

enviados para análise de Ressonância Magnética Nuclear – RMN de 1H de 60 

MHz ou 300 MHz para a verificar as possíveis classes químicas presentes nos 

extratos e guiar o fracionamento. 

Para verificar as atividades biológicas presentes nos extratos, uma 

pequena quantidade de massa foi testada para as atividades antioxidante (5 

mg), antibacteriana (10 mg) e antimalárica (5 mg). A metodologia para cada 

ensaio está descrita nos itens 4.13 ao 4.15 respectivamente. 
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4.12 Fracionamento do extrato diclorometânico das folhas 
coletadas em Altamira - PA (Coleta 1) 
 

Para o fracionamento do extrato DCM das folhas, utilizaram-se 840 g de 

amostra acondicionada em Sílica Gel 60 Mesh, com os sistemas de eluição: 

DCM 100%; DCM/AcOEt 9:1 até 4:6, AcOEt/MeOH 9:1 até 1:1 e MeOH 100%. 

As dimensões da coluna utilizada foi de 100 cm e 2,0 cm de diâmetro. Para 

cada fração foram coletados 15 mL totalizando 84 frações. 

Todas as frações foram analisadas por Cromatografia em Camada 

Delgada Comparativa - CCDC e reveladas com os reveladores químicos e 

físicos e as frações semelhantes foram reunidas. A fração reunida (0-5) com 34 

mg, apresentou-se interessante quimicamente e foi refracionada com sílica gel-

60 mesh utilizando os sistemas Hex/DCM de 9:1 até DCM 100%, DCM/AcOEt 

9:1 até AcOEt 100% e 100% MeOH, resultando em 30 frações. 

 Todas as frações foram analisadas em CCDC e seus respectivos 

reveladores químicos e físicos, sendo a fração 3 com 20 mg apresentou 

manchas roxas quando revelada com anisaldeído característico de terpenos. 

Esta foi então refracionada utilizando Sílica Gel 60 Mesh, com o sistema inicial 

Hexano/Acetona 9:1 até Acetona 100% e posteriormente com Acetona/MeOH 

1:1 até MeOH 100%. Após a realização da coluna e análise por CCDC as 

frações 8 e 9 as quais saíram no sistema Hexano/Acetona 1:1 apresentaram 

uma única mancha de coloração roxa, estas então, foram reunidas e enviadas 

para análise de RMN de 1H. 

Após a análise das frações anteriores, foi realizado o fracionamento das 

frações reunidas de 6 a 13 utilizando sílica como fase estacionária e 

DCM/acetona 9:1 até 100% de acetona, acetona/MeOH 9:1, 7:3, 1:1 e 100% de 

MeOH. Após a obtenção e análise das frações reuniu-se a fração 8-13 por 

apresentar uma massa significativa, 35 mg, além de manchas de coloração 

roxa quando reveladas com anisaldeído sulfúrico. Esse fracionamento foi 

realizado com o sistema DCM/Acetona 9:1 até 100% de acetona, 

acetona/MeOH 9:1, 7:3, 1:1 e 100% MeOH, obtendo-se 20 frações. Durante a 

análise em CCDC verificou-se que a fração reunida 2-8, apresentou-se como 

um sólido branco que ao ser revelada anisaldeído sulfúrico apresentou uma 

única mancha de coloração roxa. Esta foi enviada para análise de RMN de 1H e 
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13C e após a análise dos dados essa fração foi denominada de substância I. Os 

detalhes do isolamento podem ser visualizados na tabela 6. 

 

 

Tabela 6. Condições e sistema usado para o fracionamento de (6-13).(8-13) 

para o isolamento da substância I  

 

Dados do sistema Frações 

DCM/Acetona 9:1 2-8                   (substância I) 

DCM/Acetona 8:2 

DCM/Acetona 7:3 

DCM/Acetona 6:4 

DCM/Acetona 1:1 

Acetona 100% 

Acetona/Metanol 1:1 

Metanol 100% 

9-12 

13 

14-15 

16 

16-18 

19 

20 

 

Após a análise de todas as frações, voltou-se para as frações iniciais e 

verificou-se que a fração 17-18, apresentou um precipitado branco e quando 

analisada em CCDC apresentou uma mancha de cor amarela intensa quando 

revelada no anisaldeído sulfúrico, esta foi lavada com acetona e após análise 

de RMN de 1H e 13C foi denominada de substância II.  

Em seguida verificou-se que a fração 19-22 apresentou um precipitado 

branco amarelado, esta então foi lavada com acetona e enviada para análise 

de RMN de 1H e 13C que após a análise dos dados verificou-se que ela se 

tratava também da substância II. A tabela 7, mostra os detalhes desse 

fracionamento. 

 

Tabela 7. Sistemas utilizados no fracionamento de (6-13).(8-13) para o 

isolamentos da substância II  

 

Dados do sistema Frações 

DCM/Acetona 9:1 0-5 

DCM/Acetona 8:2 6-10 
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DCM/Acetona 7:3 

DCM/Acetona 6:4 

DCM/Acetona 1:1 

DCM/Acetona 4:6 

Acetona 100% 

Acetona/Metanol 9:1 

Acetona/Metanol 8:2 

Acetona/Metanol 7:3 

Acetona/Metanol 6:4 

Acetona/Metanol 1:1 

Metanol 100% 

11-16 

17-18              (substância II) 

19-22              (substância II) 

23-29 

30-45 

46-52 

53-60 

61-71 

72-75 

76-82 

83-84 

 

 

Em seguida, foi realizada uma coluna cromatográfica da fração mãe 23 a 

29 com 30 mg, por apresentar-se interessante quimicamente e ter uma massa 

significativa. O sistema utilizado nessa coluna de sílica aberta foi Hexano/DCM 

9:1 até 100% de DCM 100%; DCM/AcOEt 9:1 até 100% AcOEt, AcOEt/MeOH 

9:1 até 100% MeOH. As frações 5 a 7 foram reunidas (19 mg) e refracionadas 

com DCM/Acetona 9:1 até 100% de acetona, acetona/MeOH 9:1 até 100% de 

MeOH. Em seguida, realizou-se uma CCDP da fração 7 com o sistema 

DCM/Acetona 1:1, onde foram obtidas 3 frações sendo que a fração 2 após 

análise de RMM 1H e 13C foi denominada de substância III (Tabela 8). 

 

Tabela 8. Condições e sistema usado para o fracionamento de (23-29).(5-

7).(7).(2)  

 

Dados da CCDP Frações 

DCM/Acetona 1:1 

DCM/Acetona 1:1 

DCM/Acetona 1:1 

1 

2               (substância III) 

3 

 

 

 

A seguir é mostrado o fluxograma com os detalhes do fracionamento e 

obtenção das substâncias I, II e III. 
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Figura 17: Fluxograma do fracionamento do extrato DCM das folhas de P. trifoliata. 

Prec. lavado com 
Acetona 

CCSiO
2 

DCM 100%, DCM/AcOEt 9:1 até 4:6,  

AcOEt/MeOH 9:1 até 1:1 e MeOH 100%  

Extrato DCM das 
Folhas 

(840,0 g) 

17-18 
24 mg 

19-22 
 29,5 mg 

1 
8 mg 

1 
18 mg 

Substância II 

Substância II 

CC SiO
2

: Hex/DCM 9:1 até DCM 100%, 

DCM/AcOEt, AcOEt/MeOH e MeOH 100% 

30 
5 mg 

8-9 
1,6 mg 

60 
5 mg 

0-5 
34 mg 

Substância I

  

Prec. lavado 
com Acetona 

CC SiO
2
: DCM/acetona 9:1 até 100% de acetona, 

acetona/MeOH e 100% MeOH 

8-13 
35 mg 

1-5 
8,7 mg 

14-20 
3,5 mg 

2-8 

1,6 mg 

20 
5 mg 

6-13 
110 mg 

Substância I 

(Solúvel em 
Acetona) 

14 mg 

(Solúvel em 
Acetona) 

9 mg 

CC SiO
2
: Hexano/Acetona 9:1 até 

Acetona 100%, acetona/MeOH e até 

MeOH 100%. 

5-7 
19 mg 

0-2 
2 mg 

9 
0,6 mg 

7 
8 mg 

1 
2 mg 

CCSiO2: Hexano/DCM 9:1 até 100% de 

DCM, DCM/AcOEt, AcOEt/MeOH e 

MeOH 100% 

20 
4 mg 

CC SiO
2 
 

DCM/Acetona 9:1  

3 
0,6 mg 

2 
3 mg 

1 
1 mg 

Substância III 

84 
40,5 mg 

CCDP 

DCM/acetona 1:1  

23-29 
 30,0 mg 

1-2 
2 mg 

3 
20 mg 

CC SiO
2
: DCM/acetona 9:1 até 100% de acetona, 

acetona/MeOH e 100% MeOH 
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4.13 Fracionamento do extrato metanólico das folhas coletadas em 

Altamira - PA (Coleta 1) 

 

Primeiramente foi realizada uma partição líquido-líquido como descrito no 

item 4.5, em seguida, foram realizadas as análises em CCDC da fase DCM, 

eluída com DCM/Acetona 1:1, da fase AcOEt eluída com AcOEt/Acetona 1:1 e 

da fase aquosa, eluída com MeOH 100%, em seguida ambas foram reveladas 

com os reveladores químicos e físicos citados no item 4.8 e analisadas quanto 

as classes químicas presentes.  

Após estas visualizações e registros iniciais, a fase DCM foi escolhida 

para o fracionamento por apresentar-se com características de triterpenos, pela 

intensidade da coloração roxa quando reveladas com anisaldeído sulfúrico 

além da coloração azul fluorescente detectado no UV visível 365 nm. 

O fracionamento iniciou com uma coluna de sílica aberta com o sistema 

hexano/acetona 9:1 até 100% acetona, em seguida, utilizou-se os sistemas 

acetona/MeOH 9:1 até acetona/MeOH 1:1 e depois 100% MeOH, resultando 

em 58 frações. As frações que apresentaram semelhanças quando reveladas 

com os reveladores químicos e físicos, foram reunidas. Em seguida a fração 8-

10 com 78 mg, foi escolhida para ser refracionada em coluna de sílica aberta 

com o sistema Hexano/DCM 1:1 até DCM 100%, DCM/acetona 9:1 até acetona 

100%, acetona/MeOH 9:1, 7:3, 1:1 e 100% MeOH, obtendo-se 33 novas 

frações.  

Todas as frações foram reveladas com anisaldeído sulfúrico, sulfato 

cérico, iodo ressublimado, além das luzes UV-Visível nos comprimentos de 

onda 254 nm e 364 nm. A fração 2 com 2 mg revelou uma mancha de 

coloração roxa quando revelada com anisaldeído, que após a análise de RMN 

de 1H e 13C, foi observado que se tratava de uma mistura denominada de 

substância IV e V.  

Em seguida, a fração 28 com 5 mg, apresentou-se como um cristal em 

formato de agulhas quando visualizado no frasco coletor e apenas uma 

mancha de coloração roxa quando revelada com anisaldeído. Esta fração, após 

a análise de RMN de 1H e de 13C foi denominada de substância VI (Tabela 9). 
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Tabela 9. Sistemas utilizados no fracionamento de 8-10 para o isolamentos da 

substância IV, V presentes na fração 2 e da substância VI presente na fração 

(28)  

 

Dados do sistema Frações 

Hexano/DCM 1:1 1 

Hexano/DCM 4:6 

Hexano/DCM 3:7 

DCM 100%  

DCM/Acetona 9:1 

DCM/Acetona 8:2 

DCM/Acetona 7:3 

DCM/Acetona 6:4 

DCM/Acetona 1:1 

Acetona 100% 

Acetona/Metanol 9:1 

Acetona/Metanol 7:3 

Acetona/Metanol 1:1 

2                  (substância IV e V) 

3-7 

8-11  

12  

13-15 

16-22 

23-26 

27 

28                (substância VI) 

29 

30-31 

32 

Metanol 100% 33 

 

 

Em seguida a fração 12 com 36 mg, apresentou-se interessante 

quimicamente e foi refracionada em coluna de sílica aberta com as misturas 

dos solventes hexano/acetona 9:1 até 100% acetona, acetona/MeOH 9:1, 7:3, 

1:1 e 100% MeOH resultando em 38 frações que foram analisadas por CCDC 

reunidas as que apresentaram semelhanças, a fração 29 a 31 com 5 mg 

apresentou um grau de pureza em CCDC e também quando revelada com 

anisaldeído e após análise de RMN de 1H e 13C, observou-se que se tratava de 

uma mistura de duas substâncias denominadas de substâncias VII e VIII. Os 

detalhes dos fracionamentos de sistemas utilizados podem ser visualizados a 

seguir (Tabela 10). 
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Tabela 10. Sistemas utilizados no fracionamento da fração 12 para o 

isolamentos da substância VII e VIII   

 

Dados do sistema Frações 

Hexano/acetona 9:1 1-3 

Hexano/acetona 8:2 

Hexano/acetona 7:3 

Hexano/acetona 6:4 

Hexano/acetona 1:1  

Acetona 100% 

Acetona/Metanol 9:1 

Acetona/Metanol 7:3 

Acetona/Metanol 1:1 

4-7  

8-15 

16-21  

21-28 

29-31         (substância VII e VIII)  

32 

33 

34-35 

Metanol 100% 36-38 

 

 

O fluxograma a seguir (Figura 18) mostra os detalhes dos 

fracionamentos e obtenção das substâncias IV, V, VI, VII e VIII. 
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 Figura 18: Fluxograma do fracionamento da fase DCM do extrato metanólico e obtenção da substância IV, V, VI, VII e VIII. 

CC SiO
2

:
 
hexano/acetona 9:1 até 100% 

acetona, acetona/MeOH e 100% de MeOH 

Fase DCM obtida do 
extrato MeOH das 

Folhas 1,0 g 

8-10 
78 mg 

12 
 21 mg 

2-7 
113 g 

14 
 62 mg 

Substâncias  
IV e V 

CC SiO
2  

hexano/DCM 1:1 até DCM 100%, 

DCM/acetona, acetona 100%, acetona/MeOH e 
100% MeOH 

12 
36 mg 

2 
2 mg 

28 
5 mg 

16-17 
18,5 mg 

29-31 
5 mg 

CC SiO
2  

hexano/acetona, 

acetona/MeOH  e 100% MeOH 

Substância VI 

20 
5 mg 

Substâncias  
VII e VIII 

58 
 22 mg 
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4.14 Fracionamento do extrato do hexânico das folhas coletadas 

no lago do Catalão (Coleta 2) 

 

 

Após o fracionamento dos extratos da coleta 1, foi realizado o 

fracionamento dos extratos da coleta 2, iniciando pelo extrato hexânico, com 

um fracionamento de 1,0 g de extrato bruto em sílica gel -60, com o sistema 

DCM/AcOEt/MeOH 8:1:1 e depois MeOH 100%, resultando em 120 frações. 

Todas as frações foram analisadas com os reveladores químicos e físicos, 

sendo que as que apresentaram semelhança foram reunidas. As frações de 1 a 

7, apresentaram cristais em formatos de agulhas e foram reunidas e reveladas 

com anisaldeído sulfúrico, ao verificar apenas uma mancha na placa de CCDC 

de coloração roxa foi realizado uma análise de RMN de 1H onde verificou-se 

que se tratava da mesma substância identicda na fase DCM da coleta 1, 

identificada como substância I.  

Em seguida optou-se em realizar um novo fracionamento da fração (9-10) 

em sílica gel-60 (1,5 g, 230-400 mesh) com o sistema hexano/DCM 1:1 até 

DCM 100%, DCM/MeOH 9:1, 7:3, 1:1 e MeOH 100%. Após a reunião das 

frações semelhantes por análise química, a fração de 1 à 11 foi enviada para 

análise de RMN de 1H, e após as análises do espectro de RMN de 1H, 

verificou-se que também se tratava da substância I. Em seguida realizou-se um 

novo fracionamento da fração (11-12) por apresentar boa massa, 305 mg, e 

interessante quimicamente.  

Após esse fracionamento e reunião das frações semelhantes que 

mostraram apenas uma mancha de coloração roxa quando reveladas com 

anisaldeído sulfúrico, foram comparadas por CCDC com os demais triterpenos 

isolados e verificou-se que a fração (25-41) era as misturas das substâncias IV 

e V e, a fração 76-86 se tratava da substância I, ambas confirmadas após 

análise de RMN de 1H. Em seguida foi realizado um fracionamento de 13-16,  

com os sistemas DCM/AcOEt 9:1 até AcOEt 100%, AcOEt/MeOH 9:1, 7;3, 1:1 

até MeOH 100%, dessa coluna foram obtidas 65 frações onde a reunião de 18-

20 forneceu a substância I e a fração (21-25) foi refracionada com sílica usando 

como eluente AcOEt/acetona 1:1 até acetona 100% e acetona/MeOH 7:3, 1:1 

até MeOH 100%, resultando em 22 frações.  
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A fração 1-5 apresentou-se interessante quimicamente por apresentar 

apenas uma mancha com uma fraca coloração rosa claro quando revelada no 

anisaldeido, entretanto quando analisada sob luz UV 365 nm, apresentou um 

azul fluorescente bem intenso, esta foi enviada para análise de RMN de 1H e 

13C a qual foi denominada de substância IX.    

A tabela 11, descreve os detalhes da obtenção da substância IX. 

 

 

Tabela 11: Sistemas utilizados no fracionamento de (21-25) para o isolamentos 

da substância IX   

 

Dados do sistema Frações 

AcOEt/acetona 1:1 

AcOEt/acetona 4:6 

AcOEt/acetona 3:7 

AcOEt/acetona 2:8 

AcOEt/acetona 1:9 

Acetona 100% 

Acetona/MeOH 7:3 

Acetona/MeOH 1:1 

MeOH 100% 

1 

2-5                 (substância IX) 

6-7 

8-11 

12-15 

16-17 

18-19 

20-21 

21 

 

 

 

A seguir é mostrado o fluxograma com os detalhes do fracionamento e 

obtenção das substâncias I, IV, V já isoladas no extrato DCM da coleta 1 e a 

substância IX (Figura 19). 
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 Figura 19: Fluxograma do fracionamento do extrato hexânico e obtenção das substâncias I, IV, V e IX. 

CCSiO
2 

hexano/DCM 

DCM/MeOH, MeOH 100%. 
CCSiO

2  

hexano/DCM, 
DCM/acetona,  
100% MeOH 

CCSiO
2 

DCM/AcOEt 9:1, AcOEt 100%, 

AcOEt/MeOH, MeOH 100%, 

CC SiO
2 

 

DCM/AcOEt/MeOH 8:1:1 e 100% de MeOH  

13-16 
  150 mg 

17 
220 mg 

11-12 
305,3 mg 

1-7 
10 mg 

9-10 
100 mg 

26-30 
6 mg 

1-11 
8 mg 

38 
5 mg 

Extrato Hexânico 
das folhas 

(1,0g) 

70-100 
4 mg 

18-20 
10 mg 

21-25 
25 mg 

64-65 
1 mg 

3-7 
19,7 mg 

25-41 
5,5 mg 

76-86 
9,5 mg 

139-150 
41,5 mg 1-5 

2,6 mg 

Substância I 

Substâncias 
IV e V 

Substância 
IX 

CC SiO
2  

 AcOEt/acetona, acetona 

100%, acetona/MeOH, MeOH 100% 

Substância I 

Substância I 

Substância I 
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4.15 Fracionamento do extrato metanólico das folhas coletadas no Lago 

do Catalão (Coleta 2) 

 

 

Após a obtenção de todas as fases (item 4,5), a fase DCM (1,8 g) foi 

fracionada em coluna de sílica gel 60 (18 g, 230-400 mesh), utilizando como 

fase móvel hexano/DCM 9:1 até 100% DCM, DCM/MeOH 9:1, 8:2, 7:3, 1:1 e 

MeOH 100%. Dessa coluna foram obtidas 50 frações, sendo que a fração 16, 

com 103 mg, foi escolhida para ser fracionada por apresentar-se com 

coloração verde escura quando revelado com cloreto férrico e poucas manchas 

presentes. Esta foi fracionada em coluna aberta de sílica gel 60 (1,5 g, 230-400 

mesh), com os sistemas DCM/acetona 9:1 até acetona 100%, acetona/MeOH 

9:1, 7:3, 1:1 e MeOH 100%, obtendo-se 33 novas frações. Ao fazer a revelação 

química e física, as frações de 10 a 15 foram reunidas reanalisadas e enviadas 

para análises de RMN de 1H, 13C e bidimensionais, que após análise dos dados 

foi denominada de substância X, descrita na tabela 12.  

 

Tabela 12: Sistema utilizado no fracionamento da fração 16 para o isolamento 

da substância X. 

  

Dados do sistema Frações 

DCM/Acetona 9:1 0 

DCM/Acetona 8:2 

DCM/Acetona 7:3 

DCM/Acetona 6:4 

DCM/Acetona 1:1 

DCM/Acetona 4:6 

Acetona 100% 

Acetona/Metanol 9:1 

Acetona/Metanol 7:3 

Acetona/Metanol 1:1 

Metanol 100% 

1-2 

3-5                   

6-8  

9-11  

10-15           (substância X) 

16 

17-21 

22-25 

26-31 

32-33 
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Em seguida, escolheu-se a fase AcOEt, 1,7 g, para continuar o 

fracionamento. Realizou-se uma coluna de sílica com os sistemas 

DCM/acetona 9:1 até acetona 100%, acetona/MeOH 9:1, 7:3, 1:1 e MEOH 

100%, obtendo-se 60 novas frações. A fração 8, foi escolhida para um novo 

fracionamento por apresentar-se com coloração verde escuro quando revelado 

com cloreto férrico e apenas algumas manchas. Seu fracionamento foi 

realizado com o mesmo sistema da fase AcOEt, DCM/acetona e 

acetona/MeOH, sendo que dessa coluna foram obtidas apenas 31 frações. 

A fração 12, apresentou algumas manchas de coloração verde escuro 

quando revelada com cloreto férrico e por apresentar-se com pouca massa (10 

mg) foi realizado uma Cromatografia em Camada Delgada Preparativa – 

CCDP, com o sistema DCM/acetona 1:1 e volume de 150 mL. Após a obtenção 

da frações e revelação com cloreto férrico. A fração 3 foi enviada para análise 

de RMN de 1H, 13C e bidimensionais, onde foi denominada de substância XI 

(Tabela: 13) 

 

 

Tabela 13. Condições e sistema usado para o fracionamento de 12 para a 

obtenção da substância XI 

 

Dados da CCDP Frações 

DCM/Acetona 1:1 

DCM/Acetona 1:1 

DCM/Acetona 1:1 

DCM/Acetona 1:1 

DCM/Acetona 1:1 

1 

2  

3                (substância XI) 

4  

5 

 

 

 O fluxograma a seguir (Figura 20), mostra os detalhes do 

fracionamento e obtenção das substâncias X e XI.  
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CC SiO
2 

DCM/acetona, acetona 

100%, acetona/MeOH, MeOH 100% 

50 

4 mg 

1-2 

40 mg 

12 

43 mg 
16 

103 mg 

Partição liquido-líquido  

Extrato MeOH 
das folhas 

(5,0 g) 

Fase 

AcOEt 
1,7 g 

Fase 

 H
2
O 

1,2 g 

Fase 

DCM 

1,8 g 

10-15 

12 mg  

16 

 9 mg  
32-33 

33 mg  

CCSiO
2 

hexano/DCM 9:1, 100% DCM, 

DCM/MeOH, MeOH 100%. 

CC SiO
2 

DCM/acetona, acetona 

100%, acetona/MeOH, MeOH 100% 

Substância X 

60 

4 mg 

1 

20 mg 

8 

53 mg 
15 

85 mg 

12 
10 mg 

16-20 
2 mg 

31 
1 mg 

3 
3 mg 

4 
2 mg 

CCDP 
DCM/Acetona 1:1  

Substância 
XI 

Figura 20: fluxograma do fracionamento do extrato MeOH das folhas de P. trifoliata. 

CC SiO
2 

DCM/acetona, acetona 

100%, acetona/MeOH, MeOH 100% 
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4.16 Purificação do triterpeno: 28-Hidroxi-friedelan-3-ona 
(Canophylol) 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Estrutura química do triterpeno: 28-hidroxi-friedelin-3-ona 

 

 

A substância 28-Hidroxi-friedelan-3-ona (Figura 21), foi isolada durante o 

mestrado a partir do extrato DCM da coleta 1, através do fracionamento 

utilizando coluna cromatográfica de sílica gel (h = 40 cm, d = 1,8 cm) com o 

sistema de eluição: Hexano/Acetona, Acetona/MeOH até MeOH 100%, que 

após análises em CCDC, observou-se que a fração 5 apresentava poucas 

manchas e com RF bem distintos, esta então foi submetida a uma coluna 

cromatográfica preparativa - CCDP e o triterpeno foi obtido da fração 1 

(JEFFREYS, 2011). 

Apesar do triterpeno não apresentar um elevado grau de pureza quando 

observado em CCDC na luz UV 254 e 356 nm, visível e após a revelação com 

Anisaldeído sulfúrico (Figura 22), foi possível fazer sua identificação através 

das técnicas de RMN de 1H e 13C.   

 

 

  

 

 

 

 

 

      

Figura 22: Vizualização de uma mancha roxa com características terpênicas quando reveladas 

com anisaldeiro sulfúrucio. 
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Para avalia-lo biologicamente, ele foi purificado em coluna 

cromatográfica de Sílica gel 60 (200 mg, 230-400 mesh), com um único 

sistema de DCM/AcOEt/MeOH 8:1:1, resultando em 8 frações que ao ser 

analisada com os reveladores físicos (A) e químicos (B), observou-se que as 

frações de 3 a 5 apresentaram-se com um grau de pureza maior que as demais 

frações (Figura 23 A e B). Para a visualização, esse triterpeno foi nomeado 

como substância XII.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Análise em CCDC da 28-hidroxi-friedelin-3-ona antes (A) e depois (B) de revelar 

com Anisaldeído sulfúrico. 
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4.17 Fracionamento da fase DCM obtida do caldo metabólico de D. 

hongkongensis obtido de P. trifoliata (Coleta 3) 

 

Após a análise em CCDC das frações obtidas do extrato DCM do micélio 

do fungo D. hongkongensis (Fungo 6), foi iniciado um estudo fitoquímico com a 

fase DCM obtida do caldo metabólico. Esta fase foi escolhida por apresentar 

interessantes sinais quando visualizados no espectro de RMN de 1H (Figura 

82). 

Para este fracionamento, utilizaram-se 116,0 mg da fase DCM e 

preparam-se uma coluna cromatográfica de sílica gel 60, utilizando como fase 

móvel os sistemas: DCM/acetona 1:1 até acetona 100%, acetona/MeOH 9:1, 

7:3, 1:1 e MeOH 100%, obtendo-se 37 novas frações. Ao fazer a revelação 

química e física, observou-se manchas com coloração roxa, verde e amarela, 

além de um azul fluorescente observado no UV-365 nm. 

A fração 7 apresentou uma massa de 48 mg e manchas bem separadas, 

foi refracionada com o mesmo sistema anterior resultando em 20 novas 

frações.  

Todas as frações foram analisadas com os reveladores químicos e físicos 

e reunidas as que apresentaram semelhança. A fração 6-7 com 25 mg, foi 

escolhida para ser refracionada por apresentar-se com apenas algumas 

manchas bem separadas visivelmente. Para esta fração utilizou-se como fase 

estacionária Sílica gel 60-Mesh e como fase móvel os sistemas: hexano/DCM 

8:2 até 100% DCM, DCM/MeOH 9:1, 8:2, 7:3, 1:1 e MeOH 100%. Dessa coluna 

foram obtidas 17 frações, sendo que a fração 2 e 3 forma reunidas por 

apresentarem apenas uma mancha em CCDC reanalisadas e enviadas para 

análises de RMN de 1H, 13C e bidimensionais, que após análise dos dados foi 

denominada de substância XII. A tabela 14 mostram os detalhes desse 

fracionamento.   
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Tabela 14. Sistemas utilizados no fracionamento de (6-7) para o isolamentos 

da substância XIII, presente na fração 2-3  

 

Dados do sistema Frações 

Hexano/DCM 1:1 1 

Hexano/DCM 4:6 

Hexano/DCM 3:7 

DCM 100%  

DCM/Acetona 9:1 

DCM/Acetona 8:2 

DCM/Acetona 7:3 

DCM/Acetona 6:4 

DCM/Acetona 1:1 

Acetona 100% 

Acetona/Metanol 9:1 

Acetona/Metanol 7:3 

Acetona/Metanol 1:1 

2-3                  (substância XII) 

4-7 

8-11  

12  

13-15 

16-22 

23-26 

27 

28 

29 

30-31 

32 

 

 

Devido à pouca quantidade de massa e dificuldade de separação 

preliminar em CCDC não foi possível realizar novos fracionamentos (Figura 

24). 
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Figura 24: Fluxograma do fracionamento da fase DCM obtida do caldo metabólico com a obtenção da substância XII. 

Substância XII 

Fase DCM de  
D. hongkongensis 

116,0 mg 

CC SiO
2 

DCM/acetona 1:1 até acetona 100%, 
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8-10 

30 mg 
12 

 28 mg 
7 

48 mg 

37 

  22 mg 

1 
11 mg 

6-7 

 25 mg 

20 
  2 mg 

CC SiO
2 

hexano/DCM 8:2 até 100% DCM, 

 DCM/MeOH e MeOH 100% 

1 

3 mg 
2-3 

3,5 mg 

17 
  2 mg 

CC SiO
2 

DCM/acetona 1:1 até acetona 100%, 

acetona/MeOH e MeOH 100% 
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A fase do Acetato de etila (AcOEt) obtida do caldo metabólico desse 

fungo, não foi fracionada devido apresentar grande similaridade quando 

comparada com o caldo estéril, caldo sem o fungo endofítico, indicando a baixa 

produção de metabólitos secundários (Figura 25).   
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Figura 25: Espectro de RMN de 1H do caldo estéril e da fase AcOEt do caldo metabólico de D. 

hongkongensis.  

 

 

4.18 Fracionamento do extrato DCM do micélio de D. hongkongensis 

obtido de P. trifoliata (Coleta 3) 

 

O fracionamento do extrato DCM do micélio de D. hongkongensis, iniciou-

se com uma coluna cromatográfico de sílica gel 60, com o sistema 

hexano/DCM 9:1 até DCM 100%, DCM/acetona 9:1 até acetona 100%, 

acetona/MeOH 9:1, 7:3, 1:1 e 100% MeOH, obtendo-se 31 frações.  

A fração 10, por apresentar massa significativa (83 mg) e manchas 

visivelmente separadas, foi escolhida para um novo fracionamento em sílica gel 
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60, com DCM/acetona 9:1 até acetona 100%, acetona/metanol 9:1, 7:3, 1:1 e 

MeOH 100%. Desse fracionamento foi possível obter 35 frações, as quais 

foram todas analisadas em CCDC e reveladas com reveladores físicos e 

químicos.  

Outras frações foram escolhidas para o fracionamento, entretanto, 

observou-se que todas apresentram pouca massa e grande complexidade de 

manchas com isso, não foi possível continuar com o fracionamento fitoquímico. 

A tabela 15, mostra o principal fracionamento realizado, mas no entanto, 

nenhuma substância foi isolada deste fracionamento (Figura 26). 

 

Tabela 15. Sistema utilizado no principal fracionamento do extrato DCM de D. 

hongkongensis. 

 

Dados do sistema Frações 

DCM/Acetona 9:1 1-3 

DCM/Acetona 8:2 

DCM/Acetona 7:3 

DCM/Acetona 6:4 

DCM/Acetona 1:1 

DCM/Acetona 4:6 

Acetona 100% 

Acetona/Metanol 9:1 

Acetona/Metanol 7:3 

Acetona/Metanol 1:1 

Metanol 100% 

4                  

5-6                  

7-9  

10-15  

16-19 

20-22 

23-25 

26-27                 

28 

29-35 
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Figura 26: Fluxograma do fracionamento do extrato DCM do micélio. 
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4.19 Fracionamento do extrato MeOH do micélio de D. hongkongensis 

obtido de P. trifoliata (Coleta 3)  

 

 

Primeiramente foi realizada uma partição líquido-líquido como primeiro 

fracionamento e em seguida, foram realizadas as análises em CCDC das fazes 

DCM, eluída com DCM/Acetona 1:1, da fase AcOET eluída com 

AcOEt/Acetona 1:1 e da fase aquosa, eluída com MeOH 100% e reveladas 

com os reveladores químicos e físicos para visualização das possíveis classes 

químicas presentes.  

Após o registros dos resultados, a fase DCM (38 mg) foi escolhida para o 

fracionamento por apresentar manchas com colorações roxas, características 

de triterpenos, quando reveladas com anisaldeído sulfúrico. 

O fracionamento iniciou-se com uma coluna de sílica aberta com os 

sistemas hexano/DCM 9:1 até 100% DCM, DCM/MeOH 9:1 até DCM/MeOH 

1:1 e 100% MeOH, resultando em 21 frações. Reuniram-se as frações que 

apresentaram semelhanças quando reveladas com os reveladores químicos e 

físicos. Em seguida, a fração 17 (14 mg), foi escolhida para ser refracionada 

em coluna de sílica aberta com os sistemas DCM/acetona 9:1 até acetona 

100%, acetona/MeOH 9:1, 7:3, 1:1 e 100% MeOH, obtendo-se 13 frações.  

Todas as frações foram reveladas com anisaldeído sulfúrico, sulfato 

cérico, iodo ressublimado, além da luz UV-Visível nos comprimentos de onda 

254 nm e 364 nm. Ao final das análises químicas e físicas, observou-se que 

nenhumas das frações apresentavam elevado grau de pureza, então todas as 

frações foram guardadas em refrigerador, para posterior fracionamento. 

  Dando continuidade ao fracionamento, da fase AcOEt (53 mg) foi 

realizada uma coluna de sílica aberta com os sistemas DCM/AcOEt, 

AcOEt/acetona, 100% AcOEt, AcOEt/MeOH até AcOEt/MeOH e 100% MeOH, 

resultando em 45 frações. Em seguida, a fração 7 (17 mg), foi escolhida para 

ser refracionada por apresentar interessante quimicamente. Então foi realizada 

uma coluna de sílica aberta com o mesmo sistema anterior obtendo-se 29 

novas frações. A fração 29 (6 mg) apresentou-se com um cristal amorfo e foi 

lavada levemente com acetona, obtendo-se duas frações, a água mãe (2 mg) e 

a fração 2 (3 mg). Esta última fração, apresentou apenas uma mancha de 
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coloração amarela esverdeada quando revelada com anisaldeído, que após a 

análise de RMN de 1H, bidimensionais e massas, foi denominada de 

substância XIII (Tabela 16). O fluxograma a seguir (Figura 27), mostra os 

detalhes desse fracionamento.  

 

 

 

Tabela 16. Sistema utilizado para o isolamento da substância XIII 

 

Dados do sistema Frações 

DCM/Acetona 9:1 1-3 

DCM/Acetona 8:2 

DCM/Acetona 7:3 

DCM/Acetona 6:4 

DCM/Acetona 1:1 

DCM/Acetona 4:6 

Acetona 100% 

Acetona/Metanol 9:1 

Acetona/Metanol 7:3 

Acetona/Metanol 1:1 

Metanol 100% 

4                  

5-6                  

7-9  

10-15  

16-19 

20-22 

23-25 

26-27                (substância XIII) 

28 

29-35 
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Figura 27: Fluxograma do fracionamento do extrato MeOH do micélio para a obtenção da substância XIV. 
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4.20 Proposta de nomenclatura para as substâncias inéditas isoladas  

 

Para a proposta da nomenclatura das substâncias inéditas isoladas dos 

fungos endofíticos, utilizou-se o Software on-line: ACD/Labs: I-Lab 2.0; 

Algorithm Version: v12.1.0.50375, disponível em: ilab.acdlabs.com     

 

 

4.21 Atividade antioxidante empregando as metodologias de 

DPPH• e Fe3+/Fenantrolina 

 

4.21.1  DPPH• 
 

A solução de DPPH• foi preparada solubilizando 28 mg do DPPH• com 1 

mL de DCM e avolumando com MeOH até 100 mL. A diluição da solução do 

ácido ascórbico com água deionizada resultou nas seguintes concentrações: 0, 

100, 200, 400, 600 e 800 μg/mL. A solução de DPPH• foi utilizada na 

concentração de 2,8 mg/L. Para a preparação da curva do DPPH• foram 

adicionados em seis microtubos, 990 μL de DPPH• onde foram completados 

com 10 μL da solução de ácido ascórbico. A leitura da absorbância foi realizada 

em espectrofotômetro com comprimento de onda de 517 nm após 30 minutos 

de reação.  

Após a verificação da curva de calibração e sua linearidade, foram 

adicionados 0,5 mg/mL dos extratos nas soluções de DPPH• e suas leituras 

foram realizadas em espectrofotômetro em dois intervalos de tempo: 

inicialmente após a adição da solução de DPPH• e após 30 minutos de reação. 

A variação da absorbância dos extratos será comparada com o ácido ascórbico 

para a avaliação quantitativa do potencial antioxidante. 

 

4.21.2 Fe3+/Fenantrolina  
 

 

Para o procedimento usando o Fe3+/Fenantrolina como agente oxidante, 

preparou-se a solução padrão de Fe3+, pesou-se 8,6341 g de sulfato férrico 

amoniacal (NH4Fe(SO4)2.12H2O), solubilizou-se e completou-se para 1L com 

ácido clorídrico (HCl). Para a preparação da solução de 1,10 – fenantrolina 
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0,25% (m/v), pesou-se 0,25 g de 1,10 – fenantrolina (C12H8N2. H2O) e 

solubilizou-se com solução tampão de acetato de sódio, completou-se o 

volume para 1000 mL.  

Após a preparação das soluções, transferiram-se 10 µL da solução 

padrão de Fe3+ com concentração de 1000 µg/mL para um micro tubo. 

Adicionou-se 10 µL da amostra e agitou-se a mistura para homogeneizar. Em 

seguida adicionaram-se 980 µL da solução de fenantrolina. O branco foi 

preparado de modo semelhante substituindo a amostra por água deionizada. O 

procedimento foi realizado em triplicata com leituras após uma hora em 

espectrofotômetro a um comprimento de onda de 508 nm. 

A variação da absorbância dos extratos foi comparada com o ácido 

ascórbico para a avaliação quantitativa do potencial antioxidante. 

 

 

4.22 Atividade antibacteriana 
 

4.22.1  Metodologia do poço  
 

 

As bactérias utilizadas para os testes foram: Aeromonas hydrophila (ATCC 

7966 T), Edwardsiella tarda (ATCC 15947 T), Flavobacterium columnare 

(ATCC 49512) e Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525 T) as quais, causam 

doenças em peixes e também acometem aos seres humanos. Além dessas, 

utilizou-se também a Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883 T), Bacillus cereus 

(ATCC 14579 T) e Nocardia brasiliensis (ATCC 19296 T) que causam doenças 

apenas no homem. 

A técnica utilizada foi a da cavidade placa, que consiste na metodologia 

onde o microrganismo-teste é inoculado em placa de Petri contendo o meio de 

cultura Ágar Müeller-Hinton, onde foram feitas incisões circulares de 6,0 mm de 

diâmetro para a adição dos extratos de P. trifoliata na concentração de 3,0 

mg/mL solubilizados em dimetilssulfóxido (DMSO).  

Foi utilizado como controle positivo a oxitetraciclia, 125 mg/mL e como 

controle negativo o DMSO. Em seguida, as placas foram incubadas a uma 

temperatura de 30 ou 37 ºC por um período de 18 a 24 horas que ao final do 
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período de incubação, foi observado a formação dos halos de inibição de 

crescimento do diâmetro. Os resultados serão calculados com base no 

diâmetro de zona de inibição: menor que 0,6 cm baixa atividade, entre 0,7 e 1,3 

cm média atividade e maior que 1,4 cm alta atividade (ALVES et al 2000). 

 

 

4.22.2  Concentração Inibitória Mínima (CIM)  
 

 

A determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi realizada em 

triplicata e em meio líquido, através da técnica de microdiluição. Para isto, 

foram realizadas diluições sucessivas dos extratos, fases e das substâncias 

variando de 15,6 µg/mL até 1000 µg/mL. Em seguida, 95 µL de cada diluição 

serão colocados em cada pocinho da placa, juntamente com 5 µL do 

microrganismo-teste, preparado pela escala de McFarland 0,5.  

As placas foram incubadas a temperatura e tempo adequado (Tabela 17). 

Após esse período, foram inoculado 40 µL de revelador (2,3,5 cloreto de 

trifeniltetrazóleo) em cada tubo, e estes incubados novamente por 30 minutos. 

Onde houve crescimento bacteriano, os tubos foram revelados em vermelho, e 

onde não houve crescimento, os tubos permaneceram incolor. 

 

Tabela 17: Cepas bacterianas utilizadas no ensaio antibacteriano  

 

Microrganismo 
 

T.I *      

(horas) 

T.I**  

(oC) 

Aeromonas hydrophila   ATCC 7966 T 24 30 

Flavobactérium columnare  ATCC 59512  24 30 

Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 T 24 30 

Edwardsiella tarda  ATCC 15947 T 24 37 

Bacillus cereus   ATCC 14579 T 24 30 

Klebsiella pneumoneae   ATCC 13883 T 24 37 

Nocardia brasiliensis   ATCC 19296 T 24 30 

*Tempo de incubação ** temperatura de incubação 
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 A CIM foi considerada a menor concentração do extrato ou substância 

onde não houver crescimento bacteriano (onde os tubos permaneceram 

incolores). O ensaio foi realizado em triplicata. 

 

 

4.22.3  Concentração Mínima Bactericida (CMB) 
 

 

Os tubos utilizados para determinação da Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) foram utilizados para determinação da CBM. Uma alíquota (100 

µL) de cada concentração a partir da CIM foi inoculada em placas de Ágar 

Müeller-Hinton e posteriormente incubadas em temperatura e tempo adequado. 

A CBM foi considerada a menor concentração do extrato onde não houve 

crescimento celular sobre a superfície do ágar inoculado. 

 

4.23 Atividade antimalárica 
 

 
4.23.1  Preparo das soluções dos extratos analisados 

 

Os ensaios in vitro foram realizados pela plataforma de bioensaios da 

Fundação Oswaldo Cruz – FIOCRUZ/Amazônia.  

Inicialmente preparou-se uma solução estoque na qual os extratos foram 

diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO) 100% na concentração inicial 10 mg/mL, 

para melhor solubilização os extratos foram homogeneizados com auxílio de 

um vórtex. Em seguida prepararam-se as concentrações a serem avaliadas. 

 

 

4.23.2  Cultura de Plasmodium falciparum e preparação do meio de 
cultura. 

 
 

Para o cultivo da cepa FRC3, foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640 

(Sigma), suplementado com 25 mM de HEPES, hipoxantina a 50 mg/L, 2g/L 

glicose, 50 mg/L de gentamicina (LJUNGSTRÖM et al, 2004). Ao meio RPMI 

foi adicionado 10% de soro humano AB+ e eritrócitos humanos normais. Em 
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seguida incubou-se a cultura do parasita por 72 horas em câmara de hipóxia a 

37 °C em atmosfera contendo mistura gasosa 5% O2, 5% CO2 e 90% N2 

(TRAGER & JENSEN, 1976). 

 

 

4.23.3 Avaliação da Atividade Antimalárica (in vitro). 
 
 

A fim de assegurar a reprodutibilidade do ensaio padronizou-se a 

parasitemia a 1% e hematócrito a 2% final, e este foi utilizado para todos os 

testes antimaláricos. Os ensaios foram feitos em placas de 96 poços de fundo 

chato, com um volume final de 100 μL.  

Os testes antimaláricos foram realizados em duas etapas: inicialmente 

foi realizada uma triagem dos extratos em duas concentrações iniciais, 50 e 

12,5 μg/mL. Os extratos que apresentaram atividades nessas concentrações 

foram submetidos as diluições seriadas, para verificar qual a concentração 

inibitória (CI50) de 50% desses extratos frente à cepa FRC3. Para a diluição 

seriada, foram distribuídos 50 μL de RPMI completo em todos os orifícios e 

acrescidos com 50 μL de extrato nos primeiros orifícios e homogeneizados em 

seguida, 50 μL foram então retirados transferidos aos orifícios da linha 2 e 

assim sucessivamente até os orifícios da linha 8 que ao final, 50 μL foram 

retirados e descartados. Desta forma foram testadas as concentrações de 50 

μg/mL a 0,39 ug/mL, em triplicata. 

Em seguida, foram adicionados 50 μL de suspensão de eritrócitos 

infectados por P. falciparum (2% hematócrito final e 1% parasitemia) em meio 

completo. Utilizou-se como controle positivo DMSO 0,5%, visto que esse foi o 

diluente utilizado nos extratos e como controle negativo, eritrócitos não 

parasitados sem droga. O crescimento parasitário foi comparado com o 

controle positivo (ausência de droga), representando 100% de crescimento 

parasitário. A droga controle utilizada foi a quinino.  

Após 72 horas de incubação a 37 oC em atmosfera contendo 5% O2, 5% 

CO2 e 90% N2, procedeu-se à leitura em citômetro de fluxo para determinar a 

parasitemia. 
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4.23.4 Verificação da inibição de crescimento por citometria de fluxo. 
 

 

As leituras foram realizadas na Subunidade Citometria de Fluxo 

(RPT08J) - FIOCRUZ – Amazônia (ILMD), o citometro de fluxo, FACSCanto II 

(BD) é um equipamento que detecta através da refração de luz o tamanho e a 

granulosidade celular. A análise das amostras foi realizada através do software 

Getting Started with BD FACSDiva™ no qual mediante a detecção da 

fluorescência produzida juntamente com o ângulo de refração do laser, assim o 

computador poderá selecionar a área corresponde aos eritrócitos.  

Foram realizados testes com corante fluorescente (brometo de etídio) 

para saber se as amostras menos concentradas emitiam a mesma 

fluorescência que as amostras mais concentradas, para que na visualização no 

citometro de fluxo pudessem ser distinguidas as hemácias parasitadas das não 

parasitadas. Após, foi calculada a inibição do crescimento parasitário no 

software GraphPad GraphPad Prism 6V de acordo com a fórmula: % Inibição = 

100 – (%Fluorescência amostra – %Fluorescência Eritrócitos sadios / 

%Fluorescência Controle – %Fluorescência Eritrócitos sadios) x 100]. A IC50 foi 

calculada através de um gráfico do Log da dose versus inibição (expresso em 

porcentagem em relação ao controle). 
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5 Resultados e discussão 
 

 

5.1 Rendimentos dos extratos das folhas de P. trifoliata 
 

 

Os rendimentos foram calculados com base na quantidade do material 

vegetal obtido e da massa de extrato bruto de cada extrato vegetal. Na primeira 

coleta, o maior rendimento foi do extrato MeOH com 1,96%, seguido do extrato 

aquoso com 1,23% e do extrato DCM com 0,76%. Como citado na metodologia 

a substituição do solvente DCM pelo hexano, o solvente DCM foi utilizado 

somente em pequenas quantidades, nas confecções de CCDC, CCDP, 

partições líquido-líquido e colunas cromatográficas. Com isso, no preparo dos 

extratos da segunda coleta, utilizou-se o Hexano, o qual teve um rendimento de 

0,20%, seguido do extrato MeOH com rendimento de 1,42% e do extrato 

aquoso com 0,86%. Já na terceira coleta, o extrato hexânico obteve 0,28%, o 

extrato MeOH com 1,19% e o extrato aquoso com 0,81% (Tabela 18).  

 

Tabela 18. Massas dos extratos das folhas obtidas de Piranhea trifoliata  

 

Coleta Região Solvente 
Material 

vegetal (g) 
Massa 

extrato (g) 
Rendimento 

(%) 

1 Altamira 
DCM 421,5 3,24  0,76 

MeOH 321,3 6,31  1,96 

  H2O 308,2 3,80 1,23 

2 L. Catalão 
Hexano 534,5 1,12  0,20 

MeOH  517,1 6,23  1,42 

  H2O 485,2 4,20 0,86 

3 L. Catalão 
Hexano 534,5 1,51  0,28 

MeOH  511,9 6,12  1,19 

  H2O 480,1 3,89 0,81 

 

O rendimento de ambos extratos hexânicos não foram significativos 

quando comparados com extrato DCM, devido ao solvente Hexano possuir 



55 

 

menor polaridade (0,06) e o DCM possuir maior polaridade (3,4) tornando-o 

mais eficiente no processo de extração, por conseguir extrair substâncias com 

maior amplite bde polaridade. 

 

 

5.2 Análise fitoquímica dos extratos das folhas de P. trifoliata 
 

 

Os extratos obtidos foram analisados por CCDC usando diferentes 

sistemas de eluição e reveladores químicos para identificar as possíveis 

classes químicas. Dentre os sistemas utilizados, as imagens A e B que possui 

os extratos DCM das folhas da coleta 1 (1FoD), hexânicos das folhas da coleta 

2 (2FoH) e hexânico das folhas da coleta 3 (3FoH) respectivamente (Figura 

28), foram eluídas com DCM/AcOEt/MeOH 8:1:1 e reveladas com luz UV 365 

nm antes da aplicação do revelador anisaldeído (A) e após a aplicação do 

revelador anisaldeído sulfúrico e UV- visível (B). 

 

 

       

 

            

Figura 28: Extratos das folhas das coletas 1, 2 e 3, eluídas com DCM/AcOEt/MeOH 8:1:1 e 

reveladas com luz UV 365 nm antes da aplicação do revelador anisaldeído (A) e   após a 

aplicação do revelador anisaldeído e UV- visível (B). 

 

Ao observar minuciosamente cada imagem (A e B, Figura 17), foi 

possível comprovar que os extratos possuem características terpênicas, além 

de grupos cromóforos presentes nos extratos 1FoD e 3FoH sinalizados pela 

coloração azul fluorescente, quando visualizado no UV 365 sem o revelador 

químico (A).  

Luz UV 365 sem 
revelador químico 

Anisaldeído  

UV-Visível 

1FoD*   2FoH   3FoH 1FoD   2FoH   3FoH 
 

A B 
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Esses resultados preliminares, mostraram que apesar da espécie ter 

sido coletada em locais diferentes e extraída com solventes diferentes, os 

grupos terpênicos mostram-se em maior concentração.  

.  Os extratos metanólicos quando analisados por CCDC, apresentaram 

rastros com manchas indefinidas e inconclusivas, levando a buscar uma nova 

metodologia para a separação dessas substâncias. Para isso, realizou-se uma 

partição liquido-líquido a fim de separar as substâncias presentes em ambos os 

extratos por ordem crescente de polaridade.  

As fases obtidas foram denominadas de 1FoMD (Fase DCM obtida do 

extrato MeOH das folhas da coleta 1), 2FoMD (Fase DCM obtida do extrato 

MeOH das folhas da coleta 2) e 3FoMD (Fase DCM obtida do extrato MeOH 

das folhas da coleta 3). Ao comparar as fases por CCDC, observou-se uma 

similaridade nas fluorescências visualizadas no UV 354 nm, as quais são 

características de grupos cromóforos. Ao revelar com anisaldeído, observou-se 

que as fases revelaram manchas com coloração amarela e verde (Figura 29).   

 

 

             
 

      *FoMFD= Folhas MeOH fase DCM   

 

Figura 29: Fases DCM obtidas dos extratos MeOH das folhas das coletas 1, 2 e 3, eluídas com 

DCM/AcOEt/MeOH 8:1:1 e reveladas com luz UV 365 nm antes da aplicação do revelador 

anisaldeído (A), após a aplicação do revelador anisaldeído e UV 365 nm (B) e   após a 

revelação (C).  

 

As fases AcOEt denominadas 1FoMA, 2FoMA e 3FoMA obtidas dos 

extrato MeOH das folhas (Figura 19 A-C), foram eluídas com o sistema 

DCM/AcOEt/MeOH 8:1:1 e reveladas com anisaldeído sulfúrico e luz UV 365 

nm. A fase 1FoMA, apresentou uma forte coloração vermelha fluorescente no 

UV 365, já a fase 2FoMA apresentou uma forte coloração azul fluorescente 

Luz UV 365 sem 
revelador químico 

Luz UV 365 com 
anisaldeído 

Anisaldeído 
UV visível 

1FoMFD* 2FoMFD 3FoMFD 1FoMFD 2FoMFD 3FoMFD 1FoMFD 2FoMFD 3FoMFD 

A B C 
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ambas características de grupos cromóforos podendo ser de flavonoides. A 

fase 3FoMA, apresentou pouca fluorescência na luz UV 365 nm e com 

coloração amarela características de flavonoides no revelador anisaldeido 

sulfúrico (Figura 30 A-C).  

 

 

 

               

 

        *FoMFD= Folhas MeOH fase AcOEt   

 

Figura 30: Fases AcOEt obtidas dos extratos MeOH das folhas das coletas 1, 2 e 3, eluídas 

com DCM/AcOEt/MeOH 8:1:1 e reveladas com luz UV 365 nm antes da aplicação do revelador 

anisaldeído (A), após a aplicação do revelador anisaldeído e UV 365 nm (B) e   após a 

revelação (C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Luz UV 365 sem 
revelador químico 

Luz UV 365 com 
anisaldeído 

Anisaldeído 
UV Visível 

1FoMFA  2FoMFA  3FoMFA 1FoMFA  2FoMFA  3FoMFA 1FoMFA  2FoMFA  3FoMFA 

A B C 
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5.3 Determinação estrutural das substâncias isoladas das 

folhas de Piranhea trifoliata. 
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Figura 31: Substâncias isoladas das folhas de P. trifoliata. 
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5.3.1 Substância I: Friedelan-3-ona 
 

 

CH3 CH3

O

CH3

CH3

CH3 CH3

CH3

CH3

1

4

810

11

28

2930

27

26

23

25

 
 

Figura 32: Estrutura do triterpeno friedelan-3-ona (I). 

 

 

A substância I (Figura 32), foi isolada do extrato DCM das folhas, após a 

reunião das frações 2 a 8. Ela apresenta-se como um sólido amorfo branco, foi 

eluída com o sistema DCM/Acetona 9:1 com Rf de 2,6 cm e apresentou a cor 

amarela quando revelada com Anisaldeído sulfúrico.  O espectro de RMN de 

1H da substância 1 (Figura 33) registrou sete singletos em H 0,74, 0,88, 0,90, 

1,01, 1,02, 1,06, 1,19 relativos a sete grupos metila e um dubleto (J = 6,0 Hz) 

em H 0,88, correspondente à metila C-23 característica do esqueleto 

friedelano. O espectro apresentou a ausência de ligação dupla na região entre 

H 4,6 e 6,0 ppm. Foi observado um multipleto entre H 2,23 e 2,40 ppm, 

indicando a presença de três hidrogênios α-carbonílicos, além de sinais entre 

H 1,27 a 1,58 ppm, indicando a presença de hidrogênios metilênicos e 

metínicos na molécula. 

O espectro de RMN de 13C (Figura 34) apresentou trinta sinais. O sinal 

em 213,0 ppm, indicou que a molécula possui uma carbonila em C-3. O sinal 

em 6,8 ppm, indicou a presença se um grupo metílico bastante protegido e 

característico do esqueleto friedelano. Ao realizar a comparação dos dados 

espectrais com os da literatura (MAHATO e KUNDU, 1994), verificou-se que a 

substância se tratava do triterpeno friedelan-3-ona (Tabela 12), vale ressaltar 

que esta substância já havia sido isolada dos galhos (PEDROZA, 2014). 
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Tabela 19: Dados de RMN de 13C da Friedelan-3-ona [300 MHz, CDCl3, ∆ 

(ppm)] 

Posição c Observado c Literatura Carbono 

1 22,3 22,3 CH2 

2 41,5 41,5 CH2 

3 213,2 213,2 C 

4 58,2 58,3 CH 

5 42,1 42,1 C 

6 41,3 41,3 CH2 

7 18,2 18,2 CH2 

8 53,1 53,1 CH 

9 37,4 37,4 C 

10 59,4 59,4 CH 

11 35,6 35,6 CH2 

12 30,5 30,5 CH2 

13 39,7 39,7 C 

14 38,3 38,3 C 

15 32,4 32,4 CH2 

16 36,0 36,0 CH2 

17 30,0 30,0 C 

18 42,7 42,8 CH 

19 35,3 35,3 CH2 

20 28,1 28,1 C 

21 32,7 32,7 CH2 

22 39,2 39,2 CH2 

23 6,8 6,8 CH3 

24 14,6 14,6 CH3 

25 17,9 17,9 CH3 

26 20,2 20,2 CH3 

27 18,6 18,6 CH3 

28 32,1 32,1 CH3 

29 35,0 35,0 CH3 

30 31,7 31,8 CH2 
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Figura 33: Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) da friedelan-3-ona 
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 Figura 34: Espectro de RMN de 13C (300 MHz, CDCl3) da Friedelan-3-ona 
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5.3.2 Substância II: 30-hidroxi-friedelan-3-ona 
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Figura 35: Estrutura do triterpeno 30-hidroxi-friedelan-3-ona (II). 

 

A substância (Figura 35) apresentou-se com Rf de 2,9 cm e como um 

sólido branco amorfo, foi eluída com o sistema DCM/Acetona 6:4 e apresentou 

cor roxa quando revelada com Anisaldeído. 

O espectro de RMN de 1H (Figura 36) é um espectro característico de 

triterpeno de esqueleto friedelano, pois quando comparado com a friedelan-3-

ona, substância I, foram observados os mesmos sinais de metilas entre δH 0,7 

a 1,27, além de um dubleto em δH 0,89 (3H, J = 6,0 Hz), característico da 

metila C-23 da friedelan-3-ona. No entanto, foram observados ainda um 

dubleto em δH 3,37 (1H, d, J= 10,4 Hz) e outro em δH 3,45 (1H, d, J= 10,8 Hz) 

que estão relacionados a átomos de hidrogênio em carbono oxigenado. 

A análise do espectro de RMN de 13C (Figura 37), mostrou a presença 

de trinta átomos de carbonos. Dentre eles podemos destacar as setes metilas 

em δC 6,8, 14,6, 18,2, 18,5, 19,9, 32,1, 28,9, vale ressaltar que o sinal em δC 

6,8 foi observado também na substância I o qual é característico de esqueleto 

friedelano atribuído a metila C-23 e também foi observado a carbonila em 213,1 

ppm, similar a substância I. No entanto, neste espectro há um sinal em δC 71,9 

que foi atribuído ao carbono metilênico ligado ao grupo OH (Tabela 13). O 

espectro bidimensional HSQC confirmou que os sinais em δC 3,37 e 3,45 estão 

ligados ao carbono C-30, portanto, a hidroxila foi posicionada neste carbono 

(Figura 38 e 39). O espectro de HMBC confirma as correlações (Figura 40). Ao 

realizar a comparação dos dados da literatura (MAHATO e KUNDU, 1994), 

verificou-se que a substância se tratava da 30-hidroxi-friedelan-3-ona. 
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Tabela 20: Dados de RMN de 13C da 30-hidroxi-friedelan-3-ona [300 MHz, 

CDCl3, ∆ (ppm)] 

 

Posição c Observado c Literatura Carbono 

1 22,2 22,3 CH2 

2 41,5 41,6 CH2 

3 213,1 212,9 C 

4 58,2 58,3 CH 

5 42,1 42,5 C 

6 41,1 41,4 CH2 

7 18,2 18,3 CH2 

8 53,0 53,1 CH 

9 37,4 37,5 C 

10 59,5 59,1 CH 

11 35,9 35,7 CH2 

12 29,3 29,4 CH2 

13 39,6 39,4 C 

14 38,1 38,2 C 

15 32,1 32,2 CH2 

16 29,7 29,7 CH2 

17 30,0 30,1 C 

18 42,7 42,9 CH 

19 30,5 30,6 CH2 

20 33,0 33,5 C 

21 28,1 28,3 CH2 

22 39,8 39,9 CH2 

23 6,8 6,8 CH3 

24 14,6 14,7 CH3 

25 18,2 18,0 CH3 

26 18,5 18,6 CH3 

27 19,9 20,0 CH3 

28 32,1 32,2 CH3 

29 28,9 29,0 CH3 

30 71,9 71,8 CH2 
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Figura 36: Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) da 30-hidroxi-friedelan-3-ona.  

hidrogenio.esp

1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6

Chemical Shift (ppm)

0

0.005

0.010

0.015

0.020

0.025

0.030

0.035

0.040

0.045

0.050

0.055

0.060

N
o
rm

a
li
z
e
d
 I
n
te

n
s
it
y

3.067.583.463.242.992.834.75

1
.6

3

1
.5

8
1
.5

7
1
.5

5 1
.5

4 1
.5

3
1
.5

3
1
.5

1
1
.5

0
1
.4

9
1
.4

1
1
.3

9
1
.3

8
1
.3

7
1
.3

5 1
.3

2
1
.3

0
1
.2

9
1
.2

7
1
.2

5
1
.2

1

1
.2

0 1
.1

9
1
.1

7
1
.1

6
1
.1

5
1
.1

4

1
.0

9
1
.0

7
1
.0

5
1
.0

3
1
.0

2
1
.0

1
0
.9

9

0
.9

6
0
.9

5

0
.9

2
0
.9

1 0
.8

9
0
.8

9
0
.8

8
0
.8

6
0
.8

5
0
.8

4
0
.8

3
0
.8

3
0
.8

1
0
.7

4



67 

 

 
 

Figura 37: Espectro de RMN de 13C (300 MHz, CDCl3) da 30-hidroxi-friedelan-3-ona.  
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Figura 38: Mapa de contorno HSQC (300 MHz, CDCl3) da 30-hidroxi-friedela 3-ona. 
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Figura 39: Expansão do mapa de contorno HSQC (300 MHz, CDCl3) da 30-hidroxi-friedela 3-ona. 
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Figura 40:  Mapa de contorno HMBC (300 MHz, CDCl3) da 30-hidroxi-friedela 3-ona. 
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5.3.3  Substância III: Lupeol 
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Figura 41: Estrutura do triterpeno Lupeol (III). 

 

 

A substância III (Figura 41), apresentou-se como um sólido branco em 

formato de agulhas com Rf de 2,3 cm e coloração roxa quando revelado com 

anisaldeído sulfúrico. Seu espectro de RMN de 1H apresentou seis singletos 

em δH 0,76, 0,79, 0,83, 0,95, 0,97 e 1,03, característicos de hidrogênios de 

metila (Figura 42). Foi observado ainda, outro singleto em δH 1,68 indicativo de 

hidrogênios de metilas ligado ao carbono insaturado. Outros sinais em 

destaque são um dubleto em δH 4,69 (1H, d, J = 2,4 Hz) e um quinteto em δH 

4,57 (1H, qt, J= 2,4 Hz) referentes aos hidrogênios vinílicos H-29 da ligação 

dupla terminal característico do lupeol além de um multipleto em δH 3,19 (1H, 

m) relativo ao hidrogênio carbinólico H-3. 

O espectro de RMN de 13C (Figura 43) apresentou 30 sinais que permitiu 

identificar a presença de sete carbonos metílicos, onze metilênicos e seis 

metínicos. Um sinal em δC 79,04 sugeriu a ocorrência de carbono metínico 

oxigenado, o sinal em δC 151,0 foi atribuído ao carbono quaternário C-20 e em 

δC 109,34 foi atribuído ao carbono terminal C-29. Assim, os dados de RMN de 

1H e de RMN de 13C, quando comparados com dados descritos na literatura 

(MAHATO & KUNDU, 1994) sugeriram que a substância tratava-se do 

triterpeno lupeol (Tabela 21).  

Estudos biológicos ralizados nos últimos 3 anos, mostraram que esta 

substância possui atividade contra doenças intestinais (LEE et al, 2016), 

catarata (ASHA et al, 2016), anti-inflamatória (SÁNCHEZ-BURGOS et al, 2015) 

e anti-câncer (SIVEEN et al, 2014). 
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Tabela 21: Dados de RMN de 13C [300 MHz, CDCl3, ∆ (ppm)] do lupeol 

 

Posição c Observado c Literatura Carbono 

1 38,7 38,7 CH2 

2 27,4 27,4 CH2 

3 79,0 79,0 CH 

4 38,7 38,8 C 

5 55,3 55,3 CH 

6 18,3 18,3 CH2 

7 34,3 34,3 CH2 

8 40,9 40,8 C 

9 50,5 50,4 CH 

10 37,2 37,1 C 

11 20,9 20,9 CH2 

12 25,2 25,1 CH2 

13 38,1 38,1 CH 

14 42,8 42,8 C 

15 27,4 27,4 CH2 

16 35,6 35,6 CH2 

17 42,8 42,9 C 

18 48,3 48,3 CH 

19 48,0 47,9 CH 

20 151,0 150,9 C 

21 29,9 29,8 CH2 

22 40,0 39,9 CH2 

23 28,0 27,9 CH3 

24 15,3 15,4 CH3 

25 16,1 16,1 CH3 

26 16,0 15,9 CH3 

27 14,6 14,5 CH3 

28 18,0 17,9 CH3 

29 109,3 109,3 CH2 

30 19,3 19,3 CH3 
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Figura 42: Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) do LupeoL 
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Figura 43: Espectro de RMN de 13C (300 MHz, CDCl3) do Lupeol. 
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5.3.4 Substância IV e V: Mistura dos esteróides β-sitosterol e 

estigmasterol  
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Figura 44: Estrutura das substâncias β-sitosterol e estigmasterol (IV e V) 

 

 

A mistura das substâncias 4 e 5 (Figura 44) foi obtida após a reunião das 

frações (6-13)(8-13)(2-8), eluída com Hex/DCM 9:1, com Rf de 2,9 cm e com 

coloração roxa quando revelada com anisaldeído sulfúrico.  

No espectro de RMN de 1H (Figura 45) observou-se um dubleto em δH 

5,37 (2H, d, J = 3,0 Hz) referente aos hidrogênios H-6 dos dois esteroides 

juntamente com o singleto em δH 0,69 característicos do β-sitosterol e 

estigmasterol. Em seguida foi observado um duplo dubleto em δH 5,16 (H, dd, J 

= 15,0 e 9,0 Hz) e outro em δH 5,01 (H, dd, J = 15,0 e 9,0 Hz) referentes aos 

hidrogênios H-22 e H-23 do estigmasterol, diferenciando-se assim o β-

sitosterol. Foi observado ainda um multipleto em δH 3,54 (2H, m, J = 3,5 Hz) 

referente aos hidrogênios H-3 de ambos os esteroides.   

O espectro de RMN de 13C (Figura 46) é possível observar, os sinais em 

δC 140,7 (C), 121,7 (CH) referentes aos carbonos C-5 e C-6 de ambos os 

esteroides, porém foram observados os sinais δC 138,4 (C) e 129,2 (CH) 

referentes aos carbonos C-22 e C-23 apenas do estigmasterol.  

Baseado nos dados espectrais de RMN de 1H e de 13C e por 

comparação destes com os dados encontrados na literatura (GOULART et al, 

1993) (Tabela 22) a mistura foi identificada como os esteroides β-sitosterol e 

estigmasterol.  

Esses esteroides podem ser utilizados na redução dos níveis de 

colesterol total (LICHTENSTEIN e DECKELBAUM, 2001). 
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Tabela 22: Dados de RMN de 13C da mistura de esteroides [300 MHz, CDCl3, ∆  

(ppm)] 

 

Posição 
c do  

β-sitosterol 
observado 

c do 
estigmasterol 

observado  

β-sitosterol 

Literatura  

estigmasterol 

Literatura  
Carbono 

1 37,2 37,2 37,2 37,2 CH2 

2 31,6 31,6 31,6 31,6 CH2 

3 71,8 71,8 71,8 71,8 CH 

4 42,2 42,2 42,2 42,2 CH2 

5 140,7 140,7 140,7 140,7 C 

6 121,7 121,7 121,7 121,7 CH 

7 31,9 31,9 31,8 31,8 CH2 

8 31,9 31,9 31,8 31,8 CH 

9 50,1 50,1 50,1 50,1 CH 

10 36,5 36,5 36,4 36,4 C 

11 21,0 21,0 21,0 21,0 CH2 

12 39,7 39,6 39,7 39,6 CH2 

13 42,2 42,2 42,2 42,2 CH 

14 56,7 56,8 56,7 56,8 CH 

15 24,3 24,3 24,3 24,3 CH2 

16 28,2 28,2 28,2 28,2 CH2 

17 56,0 55,9 56,0 55,9 CH 

18 11,8 11,8 11,8 11,8 CH3 

19 19,4 19,4 19,3 19,3 CH3 

20 36,1 40,5 36,1 40,5 CH 

21 19,0 21,2 19,0 21,2 CH3 

22 33,9 138,4 33,9 138,4 CH 

23 39,6 129,2 39,1 129,2 CH 

24 45,8 51,2 45,8 51,2 CH 

25 26,7 31,9 26,0 31,8 CH 

26 18,7 19,0 18,7 19,0 CH3 

27 19,8 18,9 19,8 19,0 CH3 

28 23,6 25,4 23,06 25,4 CH2 

29 11,8 12,2 11,9 12,2 CH3 
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Figura 45: Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) da mistura de esteróides β-sitosterol e Estigmasterol. 
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Figura 46: Espectro de RMN de 13C (300 MHz, CDCl3) da mistura de esteróides β-sitosterol e 3 Estigmasterol 
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5.3.5 Substância VI: Hidroxicoriatina 
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Figura 47: Hidroxicoriatina (VI) 

 

 

A substância VII (Figura 47), foi isolada da fase DCM obtida do estrato 

MeOH das folhas, com características de um cristal amorfo branco e quando 

eluida no sistema acetona 100%, apresentou Rf de 2,6 cm e coloração azul 

flurescente quando revelado na luz UV 365 nm.   

Ao analisar essa fração por espectrometria de massas de alta resolução 

via ionização por ESI, o espectro apresentou um íon de m/z 335,1098 [M + 

Na]+ compatível com a fórmula molecular C15H20O7 (VI) (Figura 48). 

   O espectro de RMN de 1H, mostrou três singletos em δH 1,30, 1,33 e 

1,41 atribuídos às metilas em H-7, H-9 e H-10 respectivamente. Observou-se 

ainda um sinal δH 2,64 (1H, t, J=3,9 Hz) atribuído ao hidrogênio H-5 e dois 

dubleto em δH 2,67 (1H, d, J=5,8 Hz) e em 4,07 (1H, d, J= 5,8Hz) ligados ao 

mesmo carbono (CH2). Foram observados também os dubletos em δH 3,03 (1H, 

d, J= 3,91Hz), 3,07 (1H, d, J= 3,4 Hz), 3,75 (1H, d, J= 2,9Hz) e 4,38 (1H, d, J= 

0,9 Hz) característicos de H-4, H-11, H-12 e H-2, além de um singleto em δH 

3,35 (1H, s) do H-1 (Figura 37). O sinal em δH 4,72 não foi possível visualizar 

devido está mascarado pelo sinal do metanol-d, entretanto pode ser confirmado 

nos espectros bidimensionais HSQC e HMBC (Figuras 49 e 50).  

 Ao observar os espectros de RMN de 13C foi possível identificar 

principalmente os sinais em δc 175,46 referente à carboxila da lactona em C-

15, em δc 72,33 referente ao C-2 ligado a hidroxila, as metilas em δc 19,29, 

26,95 e 28,86 características de C-7, C-9, C-10 entre outros (Figura 51). 
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O mapa de contorno 2D de HSQC, mostrou a presença de   11 sinais 

referentes aos carbonos com seus respectivos hidrogênios (Tabela 23).   

O mapa de contorno 2D HMBC apresentou vários correlações em 2JCH, 

principalmente entre C-1 acoplando com e C-2 e C-7, além do carbono C-8 

acoplando entre C-9 e C-10. Os acoplamentos do tipo 3JCH ocorreram entre os 

carbonos C-5 com C-9 e C-10, C-13 com C-11 e C-2, entre outros. Já 

acoplamentos do tipo 3JCH ocorreram entre C-11 com C-14 e C-14 com C-2. 

O mapa de contorno 2D de 1Hx1H COSY, mostrou os acoplamentos 

entre os hidrogênios H-4 com H-5, H-5 com H-3 e H-12 com H-11 e os 

hidrogênios ligados ao C-14 respectivamente (Tabela 23). Ao comparar esses 

dados com os da literatura, verificou-se que esta substância se tratava da 

hidroxicoriatina (HONG et al, 1998), a qual possui atividade anti-convulsivante 

(ZHAO et al, 2012). 

 

 Tabela 23. Dados de RMN de HSQC, HMBC e COSY [500 MHz, 

CD3OD, ∆ (ppm)] da hidroxicoriatina 

 

Posição 
HSQC HMBC HxH COSY 

δC δH 2JCH 3JCH 4JCH  

1 45,05 3,35 s H-7 e H-2 H-11 e H-3    

2 72,33 4,38 d (0,9)     

3 83,87 4,72     

4 49,19 3,03 d (3,9)    H-5 

5 53,48 2,64 t (3,9)  H-9 e H-10  H-3 e H-4 

6 76,18 -  H-7   

7 19,29 1,30 s  H-2   

8 68,26 - H-10 e H-9    

9 26,95 1,33 s  H-10   

10 28,86 1,41 s  H-9   

11 59,61 3,07 d (3,4)   H-14 H-12 

12 59,01 3,75 d (3,4)    H-11 

13 68,18 - H-7 e H-14 H-11 e H-2   

14 51,42 
Ha= 4,07 d (5,8) e 

Hb= 2,67 d (5,8) 
  

H-2 Ha-14 

Hb- 14 

15 175,46 -     
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Figura 48: Espectro mostrando o íon m/z 335,1098 [M + Na]+ referente a hidroxicoriatina (substância VI). 
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Figura 49: Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) da hidroxicoriatina (substância VI). 

 



83 

 

FID_PTS realizado na Alemanha_sesqui.002.esp

4.0 3.5 3.0 2.5

Chemical Shift (ppm)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

N
or

m
al

iz
ed

 In
te

ns
ity

1.021.050.840.860.500.810.650.38

4.
38

4.
08 4.
06 3.
75 3.

74

3.
35

3.
32

3.
31

3.
31

3.
31

3.
30

3.
07

3.
06

3.
04

3.
03

3.
03

2.
68

2.
67

2.
64

2.
62

 

 

Figura 50: Expansão do espectro de RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) da hidroxicoriatina (substância VI). 
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Figura 51: Espectro de RMN de 13C (500 MHz, CD3OD) da hidroxicoriatina (substância VI). 
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 Figura 52: Mapa de contorno HSQC da Hidroxicoriatina (substância VI). 



86 

 

 

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

F2 Chemical Shift (ppm)

0

20

40

60

80

F
1
 C

h
e
m

ic
a
l 
S

h
if
t 
(
p
p
m

)

 
 

Figura 53: Mapa de contorno HMBC da hidroxicoriatina (substância VI). 
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Figura 54: Mapa de contorno COSY da hidroxicoriatina (substância VI). 
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5.3.6 Substância VII e VIII: Mistura dos triterpenos:  e β- amirina 
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Figura 55: Estrutura das substâncias – α-amirina (VII) e β-amirina (VIII) 

 

 

A mistura das substâncias VII e VIII foi obtida da fase DCM do extrato 

MeOH e apresentou-se, como um cristal em formato de agulhas, com Rf de 0,5 

cm, quando eluida no em acetona 100% e coloração roxa quando revelada 

com anisaldeido sulfúrico.    

Os espectro de RMN 1H mostrou vários singletos entre δH 0,80 a 1,14 

característicos de triterpenos, além de um duplo-dubleto δH 3,24 característico 

de H-3, dois sinais em δH 5,19 (t, J= 3,5 Hz) e δH 5,13 (t, J= 3,5 Hz) na região 

de olefínicos característicos de H-12 e H-13 (Figura 56).  

O espectro de RMN de 13C apresentou vários sinais, sendo destacados 

principalmente os sinais em δc 79,42 característicos de C-3. Na região dos 

olefínicos foram observados dois sinais em δc 145,56 (C) e 121,96 (CH) 

característico da β-amirina. Além desses, observou-se um sinal em δc 125,35 

(CH) característico da α-amirina, entretanto não foi possível verificar o sinal em 

aproximadamente δc 139 (C) devido ela estar em menor concentração (Figura 

57) (Tabela 24). Recentemente, essa mistura de substâncias apresentaram 

atividade inseticida (KANNAN et al, 2013) e anti-inflamatória (CHICCA et al, 

2012). 
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Tabela 24. Dados de RMN de 13C d e VII e VIII α e β- amirina [300 MHz, 

CDCl3, ∆ (ppm)] 

 
Posição 

c substância VI 

-amirina 
observados 

c Substância 
VII β-amirina 
obervados  

c  

-amirina 
literatura 

c  
β- amirina 

literatura 

c  
Carbono 

1 38,8 38,8 38,7 38,7 CH2 

2 27,1 27,4 27,2 27,3 CH2 

3 79,1 79,2 78,3 79,0 CH 

4 39,0 39,0 38,7 38,8 CH2 

5 55,3 55,3 55,2 55,3 C 

6 18,6 18,6 18,3 18,5 CH 

7 32,8 32,7 32,9 32,8 CH2 

8 40,0 39,0 40,0 38,8 CH 

9 47,8 47,7 47,7 47,7 CH 

10 37,1 37,3 36,9 37,6 C 

11 23,7 23,9 23,3 23,6 CH2 

12 125,2 121,9 124,3 121,8 CH2 

13 139,7 145, 5 139,3 145,1 CH 

14 42,7 41,9 42,0 41,8 CH 

15 26,3 26,2 26,6 26,2 CH2 

16 28,6 27,1 28,7 27,0 CH2 

17 33,5 32,8 33,7 32,5 CH 

18 58,0 47,4 58,9 47,4 CH3 

19 39,0 47,0 39,6 46,9 CH3 

20 38,8 31,3 39,6 31,1 CH 

21 31,3 34,9 31,2 34,8 CH3 

22 41,9 37,3 41,5 37,2 CH 

23 28,3 28,6 28,1 28,2 CH 

24 15,8 15,7 15,6 15,5 CH3 

25 15,8 15,7 15,6 15,6 CH3 

26 17,0 17,0 16,8 16,9 CH3 

27 26,2 26,3 26,0 26,0 CH3 

28 28,3 28,6 28,4 28,4 CH3 

29 33,5 33,5 33,3 33,3 CH3 

30 23,9 23,7 23,4 23,7 CH3 
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Figura 56: Espectro de RMN de 1H (300 Hz, CDCl3) da mistura de α-amirina e β-amirina. 
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Figura 57: Espectro de RMN de 13C (300 MHz, CDCl3) da mistura de α e β-amirina. 
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5.3.7 Substância IX: 7-hidroxi-6-metoxicumarina (Escopoletina) 
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Figura 58: 7- Estrutura da hidroxi-6-metoxicumarina (Escopoletina) (IX). 

 

 

A substância IX apresentou uma mancha de coloração azul fluorescente 

sob luz UV 365 nm, com Rf de 2,6 cm e uma pequena coloração rosa claro 

quando revelada com anisaldeido e uma coloração verde escuro quando 

revelado com cloreto férrico.  

O espectro de RMN de 1H apresentou sinais característicos de esqueleto 

cumarínico. Os sinais em δH 6,28 (1H, d, J= 9,3 Hz) e δH 7,61 (1H, d, J= 9,1 Hz) 

foram atribuídos ao hidrogênios H-3 e H-4 respectivamente. Os sinais em δH 6, 

86 (1H, s) e δH 6,94 (1H, s) estão relacionados os hidrogênios aromáticos na 

posição “para substituídos”. Foi observado ainda um sinal em δH 3,97 (3H, s) e 

um sinal em δH 6,16 (1H, sl) referentes aos hidrogênios da metoxila em H-6 e 

uma hidroxila em H-7 (Figura 59).  

Ao observar os espectros de RMN de 13C foi possível identificar 

principalmente os sinais em δc 161,47 referente a carbonila em C-2, em δc 

144,0 referente ao C-6 ligado a metoxila e um sinal em δc 149,6 referente ao C-

7 ligado a hidroxila (Figura 60). Esses dados ao serem comparados com os da 

literatura (TRIPATHI et al, 2010) verificou-se que se tratava da 7-hidroxi-6-

metoxicumarina conhecida como escopoletina (Tabela 25). 

Estudos recentes demonstraram que esta substância possui atividade 

anti-inflamatória (JAMUNA et al, 2015), antioxidante (MOGANA et al, 2013), 

antifúngica (NAM e KIM, 2015) e contra o envelhecimento (FERREIRA et al, 

2013).   
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Tabela 25: Deslocamentos químicos de RMN de 1H (300 MHz) e de 13C da 

substância IX, escopoletina (multiplicidade, J em Hz). 

 

Posição H da 
substância IX 

c da 
substância IX 

H da 
Escopoletina 

c da 
Escopoletina 

2 - 161,4 - 161,8 

3 6,28 (d, 9,3) 107,4 6,22 (d, 9,4) 107,9 

4 7,61 (d, 9,3) 143,3 7,84 (d, 9,4) 143,0 

5 6,86 (s) 103,2 6,82 (s) 102,9 

6 - 144,0 - 144,3 

7 - 149,6 - 148,6 

8 6,94 (s) 113,4 7,21 (s) 113,1 

9 - 150,2 - 150,8 

10 - 111,5 - 110,3 

OCH3 3,97 (s) 56,4 3,91 (s) 56,8 

OH 6,16 (s) - - - 
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Figura 59: Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) da escopoletina (IX). 
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Figura 60: Espectro de RMN de 13C (300 MHz, CDCl3) da escopoletina (IX). 
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5.3.8 Substância X: 7,4’’’ dimetilamentoflavona (podocarpusflavona B)   
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Figura 61: 7,4’’’ dimetilamentoflavona (Podocarpusflavona B) (X). 

 

 

A substância X, isolada da fase DCM do extrato metanólico, apresentou 

um sólido amarelo solúvel em DMSO-d6, com Rf de 2,8 cm quando eluída no 

sistema DCM/Acetona 4:6 e coloração amarela quando revelada com 

anisaldeído sulfúrico e verde escuro quando revelado com cloreto férrico. 

Ao analisar essa fração por espectrometria de massas de alta resolução 

via ionização por ESI, observou-se um íon de m/z 567,1209 [M + H]+, 

compatível com a fórmula molecular C32H22O10 (X) (Figura 50) com Índice de 

deficiência de Hidrogênio  (IDH) de 22. 

O espectro de RMN de 1H da substância X mostrou vários sinais na 

região de alifáticos e aromáticos. Primeiramente observaram-se dois singletos 

em δH 12,98 e δH 13,08 correspondentes a hidroxilas queladas em OH-5 e OH-

5´´características de biflavonoides. Na região de hidrogênios de anéis 

aromáticos, foram observados dois dubletos, um em δH 6,71 (d, J= 2,2 Hz, H–

8), e outro em δH 6,38 (d, J= 2,2 Hz, H– 6) referentes ao anel A-I, além do sinal 

em δH 3,81 da metoxila ligada em C-7. Observou-se ainda a presença de um 

dubleto em δH 8,07 (d, J= 2,4 Hz, H-2’), um duplo dubleto em δH 8,02 (dd, J= 

8,7 e 2,5 Hz, H-6’) e um dubleto em δH 7,12 (d, J= 8,6 Hz, H-5’), referentes ao 

anel B-I, além de um singleto em δH 6,89 (s) referente ao hidrogênio H-3 do 

anel C-I. Ao analisar os demais sinais, verificou-se a presença de um singleto 
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em δH 6,35 (s) do anel A-II, um dubleto em δH 7,68 (d, J= 8,9 Hz, H-2’’’ e H-6’’’), 

outro em δH 6,90 (d, J= 8,7 Hz, H-3’’’ e H-5’’’) e um sigleto em δH 3,73 (s) 

referente a metoxila ligada em C-4 do anel B-II. Foi observado ainda um 

singleto em δH 6,88 (s) do H-3’’ do anel C-II (Figura 62). 

O mapa de contorno 2D de 1Hx1H COSY, mostrou os acoplamentos 

entre hidrogênios H–5’ com H–6’; H–2’ com H–6’; H–2’’’ com H-3’’’ e H-5’’’ com 

H-6’’’ respectivamente (Figura 70). 

Ao analisar o mapa de contorno 2D de HSQC, verificaram-se 

correlações entre os 12 carbonos metínicos com seus respectivos hidrogênios. 

A atribuição dos deslocamentos químicos dos carbonos quaternários foram 

feitos através da análise do mapa de contorno 2D HMBC (2JCH, 3JCH e 4JCH) 

(Figura 64). 

O mapa de contorno 2D HMBC mostrou vários acoplamentos entre os 

quais estão as correlações da hidroxila quelada em δH 12,98 (OH-5) com δc 

160,8 (C-5) e δH 13,08 (OH-5’’) com δc 160,2 (C-5’’). Os acoplamentos a longa 

distância (3JCH) foram observados entre os carbonos δc 131,6 (C-2’) com o 

hidrogênio δH 8,02 (H-6’), o carbono δc 97,7 (C-6) com a hidroxila em 12,98 

(OH– 5), bem como o carbono δc 98,7 (C-6’’) com a hidroxila em 13,08 (OH–

5’’). Outros sinais foram observados, entretanto os acoplamentos entre δc 164,7 

(C-7) com a metoxila em δH 3,80 (MeO-7) e o carbono δc 161,7 (C-4’’’) com a 

metoxila em δH 3,72 (MeO-4’’’) (Figura 67), confirmaram a proposta da 7,4’’’ 

dimetilamentoflavona conhecida como Podocarpusflavona B (GARG e MITRA, 

1971) (Tabela 19). Ela possui atividade antioxidante (WANG et al, 2015), anti 

Alzheimer (SASAKI et al, 2015 e 2010), inibição de fosfodiasterase (CHAABI et 

al, 2007). 
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Tabela 26: Dados de RMN 1H e 1H-1H-COSY (DMSO-d6, 300 MHz) 13C (300 

MHz) e 2D da substância 7,4’’’ dimetilamentoflavona (X)  

 

Posição 
HSQC HMBC HxH COSY 

δC δH 2JCH 3JCH  

2 163,2 - H-3 H-2’, H-6’    

3 102,7 6,89 (s)    

4 181,7 - H-3   

5 160,8 - H-6, OH-5   

6 97,7 6,35 d (2,2)  OH-5 H-8 

7 164,7 -  MeO-7  

8 92,2 6,71 d (2,2)   H-6 

9 156,9 - H-8   

10 104,8 -  
OH-5, H-

6, H-3 H-8 
 

1´ 119,7 -  H-3  

2´ 131,6 8,07 d (2,5)    

3´ 119,7 -    

4´ 160,2 -    

5´ 116,3 7,12 d (8,7)   H-6’  

6´ 127,4 
8,02 dd 

(8,7 e 2,5) 
  H-5’  

2´´ 163,8 - H-3’’ H-2’’’/ 6’’’  

3´´ 102,7 6,88 (s)    

4´´ 181,7 - H-3’’   

5´´ 160,3 - 
H-6’’, OH-

5’’ 
  

6´´ 98,7 6,35 (s)  OH-5’’  

7´´ 161,0 -    

8´´ 104,2 -  H-6’’, H-2’  

9´´ 156,9 -    

10´´ 103,1 -  
OH-5’’, H-

6’’, H-3’’ 
 

1´´´ 122,5 -  H-3’’  
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2´´´ 127,6 7,68 d (8,9)   H-3’’’/5’’’ 

3´´´ 114,1 6,90 d (8,7)   H-2’’’/6’’’ 

4´´´ 161,7 - H-3’’’/5’’’ 
H-2’’’/6’’’, 

MeO-4’’’ 
 

5´´´ 114,1 6,90 d (8,7)   H-2’’’/6’’’ 

6´´´ 127,6 7,68 d (8,9)   H-3’’’/5’’’ 

OH-5 - 12,98    

OH-5´´ - 13,08     

7-OCH3 55,7 3,80 (s)  3,82 (s)  

4´´´OCH3 55,2 3,72 (s)  3,76 (s)  



100 

 

 
 

 

Figura 62: Espectro mostrando o íon m/z 567,1209 [M + H]+ referente a 7,4’’’ dimetilamentoflavona (substância X). 
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Figura 63: Espectro de RMN de 1H (DMSO-d6, 300 MHz) da 7,4’’’ dimetilamentoflavona (X). 



102 

 

Hidrogenio.esp

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0

Chemical Shift (ppm)

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

0.45

0.50

N
or

m
al

iz
ed

 In
te

ns
ity

8.
08

8.
07

7.
70 7.

67

7.
13

7.
10

6.
91

6.
90

6.
88

6.
88

6.
72 6.
71

6.
35

6.
34

 

 

 

Figura 64: Expansão do espectro de RMN de 1H (DMSO-d6, 300 MHz) da 7,4’’’ dimetilamentoflavona (X). 
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Figura 65: Mapa de contorno HSQC da 7,4’’’ dimetilamentoflavona (X). 
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Figura 66: Mapa de contorno HSQC da 7,4’’’ dimetilamentoflavona (X). 
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Figura 67: Mapa de contorno HMBC da 7,4’’’ dimetilamentoflavona (X) 
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Figura 68: Mapa de contorno HMBC da 7,4’’’ dimetilamentoflavona (X). 
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Figura 69: Mapa de contorno HMBC da 7,4’’’ dimetilamentoflavona (X). 
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Figura 70: Mapa de contorno COSY da 7,4’’’ dimetilamentoflavona (X). 
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5.3.9 Substância XI: 3’-O-metil loniflavona   
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Figura 71: 3’-O-metil loniflavona (XI). 

 

 

A substância XI, foi isolada da fase AcOEt do extrato metanólico. Ela 

forneceu um solido amarelo solúvel em Acetona-d6, que apresentou Rf de 1,3 

cm, quando eluída no sistema DCM/acetona 1:1 e coloração amarela quando 

revelada no anisaldeído sulfúrico e verde escuro quando revelado no cloreto 

férrico. 

Ao analisar essa substância por espectrometria de massas de alta 

resolução via ionização por ESI, o espectro apresentou um íon de m/z 

553,1107 [M + H]+, compatível com a fórmula molecular C31H20O10 (XI) (Figura 

72) com Índice de deficiência de Hidrogênio  (IDH) de 22. 

Seu espectro de RMN de 1H mostrou vários sinais na região de alifáticos 

e aromáticos. Primeiramente observaram-se dois singletos em δH 12,95 e δH 

12,84 correspondentes a hidroxilas queladas em OH-5 e OH-5´´características 

de biflavonóides.  

Na região de hidrogênios de anéis aromáticos, foram observados dois 

dubletos em δH 6,38 (d, J= 2,0 Hz, H–6) e em δH 6,65 (d, J= 2,0 Hz, H–8) 

referentes ao anel A-I, além dos sinais em δH 7,17 (d, J= 8,7 Hz, H–2’), em δH 

8,06 (d, J= 2,0 Hz, H–5’) e um duplo dubleto em δH 7,91 (dd, J= 8,5 e 2,2 Hz, 

H–6’) referentes ao anel B-I. Também foi possível observar um singleto em δH 

3,69 (s) característicos da metoxila em ligada no carbono 3’. Observou-se 

ainda um singleto em δH 6,66 (s, H–3) característicos do anel C-I. 

Para a identificação do anel A-II foram observados dois dubletos em δH 

6,20 (d, J= 2,4 Hz, H–6’’) e em δH 6,38 (d, J= 2,0 Hz, H–8’’), os sinais em δH 
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6,81 (d, J= 8,9 Hz, H–3’’’ e H-5’’’) e δH 7,66 (d, J= 8,7 Hz, H–6’’’) são referentes 

ao anel B-II. O sinal presente referente ao anel C-II foi apenas um singleto em 

δH 6,64 (s, H–3’’) (Figura 73).  

O mapa de contorno 2D de 1H x 1H COSY, mostrou os acoplamentos 

entre os hidrogênios H–5’ com H–6’, H–2’ com H–6’, H–2’’’ com H-3’’’ e H-5’’’ 

com H-6’’’ respectivamente (Figura 77). 

Ao analisar o mapa de contorno 2D de HSQC, verificou-se o 

acoplamento para 12 carbonos metínicos com seus respectivos hidrogênios 

(Figura 65). A atribuição dos deslocamentos químicos dos carbonos 

quaternários foi feito por mieo da análise do mapa de contorno 2D HMBC (2JCH, 

3JCH e 4JCH) (Figura 78). 

O mapa de contorno 2D HMBC mostrou vários acoplamentos entretanto, 

tem-se em destaque as ligações C-4’ e C-4’’’ mostrando que ambos os 

flavonoides estão ligados por um oxigênio. Esta confirmação foi estabelecida 

pelo acoplamento a longa distância (4JCH) entre δc 156,4 (C-4’) com δH 6,81 (H-

3’’’). Os acoplamentos a longa distância (3JCH) foram observados entre C-2 com 

H-6’, C-3 com H-1’, C-10 com OH-5, H-3, H-6 e H-8, além de C-6’’ com OH-5’’, 

H-10 respectivamente. Entretanto os acoplamentos entre δc 165,46 (C-3’) com 

a metoxila em δH 3,66 (MeO-3’) confirmaram a proposta da 3’-O-metil 

loniflavona (KUMAR, et al, 2005) (Tabela 27). 
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Tabela 27: Dados de RMN 1H e 1H x 1H-COSY (Acetona-d6, 300MHz) e 2D da 

substância 3’-O-metil loniflavona (XI)  

 

Posição 
HSQC HMBC COSY 

δC δH 2JCH 3JCH 4JCH HxH 

2 160,0  H-3  H-6’   

3 103,17 6,66 (s)  H-1’   

4 182,94 - H-3    

5 161,63 - H-6, OH-5    

6 100,30 6,38 d (2,0)  OH-5   

7 164,99 - H-6, H-8    

8 94,59 6,65 d (2,0)     H-6  

9 158,3 - H-8    

10 104,24 -  
OH-5, H-
3, H-6, H-

8 

 
 

1´ 121,52 - H-6’    

2´ 115,72 7,17 d (8,7) H-3’  H-5’  

3´ 165,46 -  H-4’’’   

4´ 156,49 -     

5´ 123,04 8,06 d (2,0)   H-2’ H-6’  

6´ 128,07 
7,91 dd 

(8,7 e 2,0) 
H-1’,  H-4’ 

 
H-2’  

2´´ 164,26 - H-3’’  H-6’’’   

3´´ 103,37 6,64 (s)   H-1’’’  

4´´ 182,94 - H-3’’    

5´´ 162,45 - 
H-6’’, OH-

5’’ 
 

 
 

6´´ 99,57 6,20 d (2,0)  
OH-5’’, H-

10’ 
H-9’ 

 

7´´ 165,02 -     

8´´ 94,59 6,38 d (2,0)  H-6’’   

9´´ 158,32 -   H-6’’  

10´ 104,49 -  H-6’’   

1´´´ 123,67 -  H-3’’   

2´´´ 128,63 7,66 d (8,7)   H-6’’’ H-3’’’ 

3´´´ 114, 80 6,82 d (8,9) H-2’’’   H-2’’’ 

4´´´ 164,75 -   H-3’  

5´´´ 114, 80 6,82 d (8,9) H-6’’’ H-1’’’   

6´´´ 128,63 7,66 d (8,7)  H-2’’ H-2’’’  

OH-5  13,07     

OH-5´´  12,96     

3´-OCH3 55,39 3,69 (s) - -   
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Figura 72: Espectro mostrando o íon m/z 553,1107 [M + H]+ referente a 3’-O-metil loniflavona (substância XI). 
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Figura 73: Espectro de RMN de 1H (Acetona-d6, 300MHz) da 3’-O-metil loniflavona (XI). 
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Figura 74: Expansão do espectro de RMN de 1H (Acetona-d6, 300MHz) da 3’-O-metil loniflavona (XI). 
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Figura 75: Expansão do espectro de RMN de 1H (Acetona-d6, 300 MHz) da 3’-O-metil loniflavona (XI). 
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Figura 76: Expansão do espectro de RMN de 1H (Acetona-d6, 300 MHz) da 3’-O-metil loniflavona (XI). 
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Figura 77: Mapa de contorno COSY da 3’-O-metil loniflavona (XI). 
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Figura 78: Mapa de contorno HSQC da 3’-O-metil loniflavona (XI). 
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Figura 79: Mapa de contorno HMBC da 3’-O-metil loniflavona (XI). 
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Figura 80: Expansão do mapa de bncontorno HMBC da 3’-O-metil loniflavona (XI). 
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5.4 Estudo químicos e biológico dos fungos endofíticos: 

Rendimento dos extratos e do caldo metabólito dos fungos 

endofíticos 

 

Para os extratos dos fungos endofíticos, foram realizados primeiramente 

micro extratos com hexano e DCM, para verificar o rendimento.  

Os micro extratos hexânicos apresentaram-se com rendimento muito baixo, 

entre 0,0040 à 0,0090 %, já os micro extratos de DCM apresentaram 

rendimento variando entre 0,0100 à 0,0261 %.  

Com isso, a extração fitoquímica com maior massa micelial foi realizada 

com o DCM. Cada micélio foi extraído então com DCM e posteriormente com 

MeOH. Os valores das massas e rendimentos podem ser observados na tabela 

28.  

 

Tabela 28. Rendimento dos extratos DCM e MeOH dos fungos endofíticos 

obtidos da terceira coleta de P. trifoliata  

 

Fungo Solvente Micélio (g) Massa do 
extrato (g) 

Rendimento (%) 

Fungo 1 DCM 234,1 0,0721 0,0307 

MeOH 212,2 0,0991 0,0467 

Fungo 2 DCM 142,3 0,0196 0,0137 

MeOH 129,4 0,2430 0,1877 

Fungo 3 DCM 401,1 0,0687 0,0171 

MeOH 380,2 0,0910 0,0239 

Fungo 4 DCM 155,4 0,7674 0,4938 

MeOH 128,3 0,342 0,2665 

Fungo 5 DCM 230,3 0,1123 0,0487 

MeOH 209,1 0,2013 0,0962 

Fungo 6 DCM 432,0 0,2167 0,0501 

MeOH 402,1 0,1520 0,0378 

Fungo 7 DCM 384,2 0,2760 0,0718 

MeOH 342,0 0,1995 0,0583 
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Fungo 8 DCM 284,3 0,0365 0,0128 

MeOH 261,0 0,0435 0,0166 

Fungo 9 DCM 304,4 0,2860 0,0939 

MeOH 280,3 0,0281 0,0100 

 

 

Após a obtenção dos extratos, os caldos nutritivos foram submetidos a 

partições líquido-líquido com os solventes DCM e AcOEt.  

Seus rendimentos foram significativos, principalmente a fase AcOEt do 

caldo metabólito 5 (0,3464 g) e a fase DCM do caldo metabólito 4 (0,7674 g) 

(Tabela 29). 

 

Tabela 29. Massas obtidas das partições líquido-líquido com o caldo metabólito  

 

Partição 

Líquido- líquido  

Fase DCM 

Massa (g) 

Fase AcOEt 

Massa (g) 

Caldo 1 0,0746 0,1729 

Caldo 2 0,1585 0,2198 

Caldo 3 0,0319 0,1674 

Caldo 4 0,7674 0,0096 

Caldo 5 0,0431 0,3464 

Caldo 6 0,1167 0,1604 

Caldo 7 0,0914 0,1001 

Caldo 8 0,1884 0,1345 

Caldo 9 0,1444 0,1241 
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5.5 Análise fitoquímica por CCDC dos extratos e caldo 

metabólico obtidos dos fungos endofíticos de P. trifoliata 

 

 

Após a filtração do caldo metabólico, foi realizada uma partição líquido-

líquido para cada fungo como descrito no item 4.5. Estas fases foram 

analisadas em placas cromatográficas e reveladas com os reveladores físicos 

254 nm, 365 nm e os reveladores químicos iodo ressublimado e anisaldeído 

sulfúrico. O sistema de eluição utilizado foi DCM/Acetona 1:1 para todas as 

fases DCM. O revelador físico no comprimento de onda 254 nm, não mostrou 

coloração ou fluorescência quando visualizado, entretanto, quando analisado 

no comprimento de onda 365 nm, foram observados manchas com coloração 

azul escuro (Figura 81 A).  

Afim de verificar a persistência dessas manchas e detectar sua possível 

classe química, a placa cromatográfica foi revelada com cloreto de alumínio, 

AlCl3, específico para detecção de flavonoides, e visualizada novamente no 

comprimento de onda 365 nm.  

Após esta análise, pode-se confirmar a presença de substâncias 

fenólicas presentes nas fases principalmente dos fungos 2 ao 9 (Figura 81 B). 

Além disso, observou-se também a presença de ligações duplas conjugadas 

presentes principalmente nas fases 1, 2, 3, 5 e 6, respectivamente, através da 

revelação com iodo ressublimado (Figura 81 C). 

 Outra CCDC foi preparada com o mesmo sistema das CCDC descritas 

em A, B e C, e ao ser revelada com anisaldeído sulfúrico observou-se uma 

coloração verde escuro. Como o anisaldeído é um revelador universal, não foi 

possível afirmar essa classe químicas (Figura 81 D). 
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Figura 81:  Fases DCM dos caldos nutritivos dos fungos da coletas 3, eluídas com 

DCM/Acetona 1:1 e reveladas com luz UV 365 nm antes da aplicação do revelador anisaldeído 

(A), após a aplicação do revelador AlCl3 e UV 365 nm (B), com iodo resublimado (C) e com 

anisaldeído (D). 

 

 

5.6 Análise das fase DCM e AcOEt obtida dos caldos 

metabólicos dos fungos endofíticos de P. trifoliata por RMN 

de 1H 

 

 

Após a análise por CCDC das fases DCM do caldo metabólico, foi 

realizada a análise de RMN de 1H para identificar as possíveis classes 

químicas. Os espectros das fases com mesma polaridade foram analisados em 

conjunto.  

Foram observados principalmente os sinais em H 0,7–1,10 ppm 

característicos de metilas, um sinal bem intenso em H 1,25 referente a 

hidrogênios de CH2 de cadeia alifática, em H 3,00–5,00 ppm característicos de 

hidrogênios de carbonos carbinólicos, sinais em H 6,00-8,00 ppm, referentes a 

sinais de hidrogênios de anéis aromáticos bem como os sinais em H 12,4 que 

podem ser referentes a hidrogênio de grupos carboxilados ou hidrogênio 

quelado da posição 5 de flavonoide (Figura 82). 

Verificou-se ainda, algumas similaridades nos deslocamentos químicos 

dos espectros das fases 4, 7, 8 e 9, que apresentaram um sinal em 12 ppm 

Luz UV 365 sem 
revelador químico 

Luz UV 365 com  
AlCl3 

Iodo  Anisaldeído 

1  2  3  4  5  6  7  8  9 1  2  3  4  5  6  7  8  9 1  2  3  4  5  6  7  8  9 1  2  3  4  5  6  7  8  9 

A B C D 
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com intensidade significativa, referente a hidroxila quelada ou grupos 

carboxilados, já as fases 5 e 6 também apresentaram este mesmo sinal, 

entretanto, com menor intensidade.  

Os sinais referentes aos hidrogênios de anel aromático, também 

apresentaram semelhança, principalmente entres as fases 4, 7, 8 e 9, 

mostrando a existência de uma estrutura com o mesmo esqueleto básico ou a 

presença de uma substância majoritária entre as fases. 

Como esses espectros são de fases e consequentemente estão em 

misturas, não foi possível identificar as substancias presentes, entretanto esses 

sinais são característicos de classes de compostos bioativos como: 

flavonoides, cumarinas, terpenos ou substâncias com ligações duplas 

conjugadas (SANIL, et al 2015, SEM, et al 2013, ZHONG e SHAHIDI, 2012). 
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Figura 82: Espectros de RMN de 1H (CDCl3) das Fases DCM obtida do caldo metabólito dos fungos endofíticos de 1 ao 9. 
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Em seguida, foi realizada a análise de RMN de 1H de todas as fases do 

AcOEt dos caldos metabólitos. Os espectros também foram reunidos em 

grupos e comparados. 

Observaram-se os sinais entre H 0,70 a 1,20 ppm característicos de 

metilas de terpenos, os sinais entre H 3,0 – 4,5 ppm característicos de 

hidrogênios de carbonos carbinólicos, além de sinais menos intensos na região 

entre H 6,50 a 7,50 ppm, referentes a substâncias aromáticas (Figura 83).  

Ao comparar esses espectros com o do caldo estéril, observou-se que 

não houve a obtenção significativa de metabólitos secundários nessas fases, 

pois, grande parte dos sinais obtidos, são similares aos sinais do caldo estéril, 

havendo apenas a concentração de metabólitos primários. 

Além disso, observou-se que o fungo de número 5 apresentou-se na 

forma de um óleo. Esse óleo foi filtrado e enviado pra análise de RMN de 1H 

onde detectou a presença de um triglicerídeo, o espectros de RMN de 1H está 

descrito na página 164, figura 90. 

O triglicerídeo foi confirmado com os sinais em H 0,88 referentes aos 

hidrogênios das metilas dos ácidos graxos, em H 1,30 atribuído aos 

hidrogênios de grupos metilênicos de cadeias alifáticas. O sinal entre H 2,0 e 

2,02 é atribuído aos hidrogênios ligados aos carbonos da dupla ligações 

entre carbonos. O sinal entre H 2,2 e 2,3 é atribuído aos hidrogênios de 

carbonos  do éster, o sinal entre H 4,1 e 4,3 são referentes aos hidrogênios 

ligados aos carbonos do glicerol. Os sinais entre H 5,26 a 5,36 correspondem 

aos hidrogênios de ligações duplas. Esses dados forma comparados com os da 

literatura, confirmando ser um triglicerídeo (Guillén e Ruiz 2001) (Figura 84). 
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Figura 83: Espectros de RMN de 1H ( das Fases AcOEt obtida do caldo metabólito dos fungos endofíticos de 1 ao 9. 
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Figura 84: Espectro de RMN de 1H (CDCl3, 300 MHz) da fração 2-3 isolada da fase AcOEt do fungo 5. 
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5.7 Análise dos extratos DCM e MeOH obtidos do micélio dos 

fungos endofíticos de P. trifoliata por RMN de 1H 

 

 

Em seguida, foi realizada a análise de RMN de 1H dos extratos dos 

micélios dos fungos. Os espectros foram reunidos em dois grupos, os extratos 

DCM e os extratos MeOH. 

Os espectros de RMN de 1H dos extratos DCM dos micélios, 

apresentaram pouca semelhança quando comparados com os espectros da 

fase DCM do caldo metabólito.  

Foram observados principalmente os sinais em H 0,6–1,10 ppm 

característicos de metilas, vale ressaltar que o sinal em 0,6 ppm é 

característicos de esteroides, além desse pode-se observar também um sinal 

bem intenso em H 1,25 referente a hidrogênios de CH2 de cadeia alifática, em 

H 3,00 – 4,5 ppm característicos de hidrogênios de carbonos carbinólicos, os 

sinais em H 6,00-8,00 ppm, referentes a sinais de hidrogênios de anéis 

aromáticos foram visualizados com baixa intensidade somente nos extratos de 

número 1, 2, 6 e 7, bem como os sinais em H 12,3 no fungo 2 e H 12,4 no 

fungo 7 que podem ser referentes a hidrogênio de grupos carboxilados ou 

hidrogênio quelado da posição 5 de flavonoide (Figura 85). 

Ao comparar esses espectros com os triterpenos isolados das folhas, 

(JEFFREYS, 2011; JEFFREYS e NUNEZ, 2016) observou-se que nenhum 

deles possuem similaridades com relação ao seu esqueleto base, podendo 

concluir que os triterpenos presentes nos extratos do micélio dos fungos, 

possuem esqueleto base diferente dos esqueletos do tipo friedelano, lupano 

além dos esqueletos do tipo ursano da -amirina e oleanano da –amirina.  

Entretanto, pode-se observar uma grande similaridade nos espectros 

dos extratos 1 e 2, com a presença dos sinais nas regiões das metilas, 

olefínicos e aromáticos. Além desses, observou-se um sinal em 12,4 ppm 

característico de hidroxila quelada, presente no extrato 2 e ausente no extrato 

1, o que caracteriza a diferença entre eles. 

A figura 93 mostra a reunião de todos os espectros obtidos do extratos 

DCM dos micélios dos fungos endofíticos de P. trifoliata. 
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Figura 85: Espectros de RMN de 1H dos extratos DCM obtida do micélio dos fungos endofíticos de 1 ao 9. 
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Em seguida, todos os espectros dos extratos MeOH dos micélios dos 

fungos foram reunidos e analisados em conjunto. 

 Dentre as classes químicas presentes nos extratos metanólicos, tem-se 

os flavonoides, cumarinas e demais compostos fenólicos devido a sua 

polaridade (ALBARICI et al, 2010; UMASHANKAR et al, 2015) 

Pela análise de RMN de 1H, observaram-se os sinais entre H 0,70 a 

1,25 ppm característicos de metilas de terpenos, os sinais entre H 3,00–5,00 

ppm característicos de hidrogênios de carbonos carbinólicos, além de sinais 

em H 6,50 a 7,50 ppm, referentes a substâncias aromáticas (Figura 86). 

 Ao analisar os espectros separadamente de alguns extratos que se 

mostraram interessantes quimicamente, observou-se que o extrato de número 

8, apresentou dois dubletos característicos de aromáticos com grande 

intensidade em H 6,96 ppm (d, 1H, J= 8,38 Hz) e H 6,64 ppm (d, 1H, J= 8,38 

Hz), além dos sinais em H 7,03 ppm (d, 1H, J= 8,5 Hz) e H 6,62 ppm (d, 1H, 

J= 8,5 Hz) ambos acoplando entre si.  

 O espectro de número 4, também presentou sinais bem interessantes 

com a presença de dois dubletos em H 6,97 ppm (d, 1H, J= 8,57 Hz) e H 6,64 

ppm (d, 1H, J= 8,38 Hz) e de dois tripletos metinêlicos em H 4,69 ppm (t, 1H, 

J= 5,7 e 11,5 Hz) e H 2,87 ppm (t, 1H, J= 11,5 e 5,7 Hz), além de sinais de 

graxa. Ao comparar esses dados com os da literatura, observou-se que a 

substância majoritária pode ser um derivado da tirosina (SOUSA, 2005). 

Ao analisar o extrato de número 7 e 9 respectivamente, observou-se que 

além dos sinais na região de aromáticos, ambos possuem multipletos entre H 

3,08 a 3,62 ppm além do dubleto em H 5,31 ppm que podem ser 

característicos de açúcar. Segundo Gubiani (2011) a evidencia desses sinais, 

confirmaram a presença de açúcar no extrato CH3CN de milho-branco. Todos 

os espectros estão reunidos na figura 86. 
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Figura 86: Espectros de RMN de 1H dos extratos MeOH obtida do micélio dos fungos endofíticos de 1 ao 9 solubilizados em DMSOD. 
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5.8 Identificação das substâncias isoladas  
 
 
5.8.1 Proposta da substância XIII: (3-oxociclobutil) metil1-hydroxi-2 

metilciclopenta-2,4-dieno carboxilato (Inédita) 
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Figura 87: (3-oxociclobutil) metil1-hydroxi-2 metilciclopenta-2,4-dieno carboxilato (XII) 

 

 

A substância XII, foi isolada da fase DCM do caldo metabólito, 

apresentando-se como um cristal amorfo com coloração verde quando 

revelado com Anisaldeído sulfúrico. 

Para a nomenclatura e numeração da substância, utilizou-se o Software 

on-line: ACD/Labs: I-Lab 2.0; Algorithm Version: v12.1.0.50375, disponível em: 

ilab.acdlabs.com. 

Ao analisar esta fração por espectrometria de massas de alta resolução 

via ionização por ESI, o espectro apresentou um íon de m/z 221,10823 [M - 

H]+, compatível com a fórmula molecular C12H14O4 (XIII) (Figura 88) com Índice 

de deficiência de Hidrogênio  (IDH) de 6. 

O espectro de RMN de 1H da substância XIII mostrou vários sinais na 

região alifáticos e aromáticos. Primeiramente obsevou-se um singleto em δH 

12,39 característicos de hidroxilas queladas em OH-1, foram observados ainda 

um tripleto em δH 7,53 (t, J= 8 Hz, H-4) e os dubletos em: δH 6,89 (dd, J= 8,38 e 

0,93 Hz, H-5), δH 7,25 (d, J= 7,5 Hz, H-3), δH 3,91 (dd, 10,8 e 4,2 Hz, H-5´), δH 

3,82 (dd, J=10,8 e 8,8 Hz, H-5’), δH 2,96 (dd, J=18,7 e 5,6 Hz, H-2’), δH 2,70 

(dd, J= 18,7 e 4,1 Hz, H-2’), δH 1,02 (dd, J= 14,8 e 6,5 Hz, H4’). Observou-se 

ainda um multipleto em δH 2,52 (m, H-1’) e um sinal em δH 1,65 característicos 

de metila. Pelo fato de as substâncias não estarem 100% pura, os demais 

sinais observados, foram atribuídos a uma outra molécula minoritária (Figura 

89 e 90).  
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O mapa de contorno 2D HSQC mostrou os acoplamentos em δc 115,81 

(C-3) com δH 7,25 (H-3), δc 137,27 (C-4) com δH 7,53 (H-4), δc 116,87 (C-5) 

com δH 6,89 (H-5), δc 30,98 (C-7) com δH 1,65 (CH3), δc 45,81 (C-1’) com δH 

2,52 (H-1’), δc 38,90 (C-2’) com δH 2,70 (H-2’) e δH 2,96 (H-2’), δc 23,43 (C-4’) 

com δH 1,02 (H-4’), δc 64,66 (C-5’) com δH 3,82 (H-5’) e δH 3,91 (H-5’) (Figura 91 

e 92). 

O mapa de contorno 2D HMBC mostrou os acoplamentos em δc 202,23 

(C=O) com δH 2,96 (H-2’) e δH 2,70 (H-2’), δc 162,34 (OC=O) com δH 7,53 (H-4) 

e δH 12,39 (OH-1), δc 149,26 (C) com δH 7,53 (H-4) e δH 1,65 (H-7), δc 137,27 

(C-4) com δH 7,25 (H-3), δc 116,87 (C-5) com δH 7,25 (H-3) e δH 12,39 (OH-1), 

δc 115,81 (C-3) com δH 12,39 (OH-1), δH 7,25 (H-3) e δH 6,89 (H-5), δc 64,66 

(C-5’) com δH 3,82 (H-5’) e δH 3,91 (H-5’), δc 73,38 (C-1) com δH 7,25 (H-3), δH 

3,91 (H-5´), δH 3,82 (H-5’), δc 64,66 (C-5’) com δH 2,96 (H-2’) e δH 2,70 (H-2’), δc 

45,18 (C-1’) com δH 2,96 (H-2’), δH 2,70 (H-2’) e δH 1,65 (H-7), δc 38,90 com δH 

3,91 (H-5’) e δH 1,02 (H4’) (Figura 93).  

Os espectros de COSY mostraram os acoplamentos entre δH 7,25 (H-3) 

com δH 7,53 (H-4), δH 7,53 (H-4) com δH 6,89 (H-5) e δH 7,25 (H-3), δH 6,98 (H-

5) com δH 7,53 (H-4), δH 2,52 (H-1’) com δH 2,96 (H-2’), δH 3,82 (H-5’), δH 2,52 

(H-1’), δH 2,70 (H-2’), δH 2,52 (H-1’) e δH 2,96 (H-2’), δH 3,82 (H-5’) com δH 2,52 

(H-1’) (Figura 94).  

Após a análise dos dados (Tabela 30) concluiu-se que a estrutura é 

inédita com nomenclatura descrita pela IUPAC como: carboxilato de (3-

oxociclobutil)-1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-dieno. 
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Tabela 30: Dados de HSQC, HMBC e COSY da substância carboxilato de (3-

oxociclobutil) -1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-dieno.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posição HSQC HMBC COSY 

 δC δH JCH HxH 

1 73,38 - 7,25; 3,91 e 3,82  

2 149,26 - 7,53 e 1,65  

3 115,81 7,25 12,39; 7,25 e 6,89 7,53 

4 137,27 7,53 7,25 6,89 e 7,25 

5 116,87 6,89 7,25 e 12,39 7,53 

6 162,34 - 7,53 e 12,39  

7 30,98 1,65 -  

1’ 45,81 2,52 2,96; 2,70 e 1,65 2,96 e 3,82 
2’ 

 
38,9 

 
2,70 e 2,96 
 

3,91 e 1,02 
 

2,52; 2,70; 2,52 
e 2,96 

3’ 202,23 - 2,96 e 2,70  

4’ 23,43 1,02 -  

5’ 64,66 3,82 e 3,91 2,96 e 2,70 2,52 
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Figura 88:  Espectro de massa de carboxilato de (3-oxociclobutil)-1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-dieno (XIII). 
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Figura 89: Espectro de 1H (CDCl3) de carboxilato de (3-oxociclobutil) -1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-dieno. 



139 

 

HIDROGÊNIO.esp

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

Chemical Shift (ppm)

0

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

0.45

0.50

N
or

m
al

iz
ed

 In
te

ns
ity

7.
56

7.
53

7.
50

7.
26

7.
24

7.
23 6.
91

6.
91

6.
88

6.
88

4.
13

4.
11 3.
94 3.
93

3.
91

3.
89

3.
85 3.
82

3.
79 3.
49 3.
01 2.
99

2.
95 2.
93

2.
75 2.

73
2.

68 2.
67

2.
53

2.
52

2.
17

2.
04

2.
01

 
 

Figura 90: Espansão do espectro de 1H (CDCl3) de carboxilato de (3-oxociclobutil) -1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-dieno. 
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Figura 91:  Mapa de contorno HSQC de carboxilato de (3-oxociclobutil) -1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-dieno. 
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Figura 92: Expansãp do mapa de contorno HSQC de carboxilato de (3-oxociclobutil) -1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-dieno. 
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Figura 93: Mapa de contorno HMBC de carboxilato de (3-oxociclobutil) -1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-dieno. 
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Figura 94:  Mapa de contorno COSY de carboxilato de (3-oxociclobutil) -1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-dieno. 
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5.9 Substância XIV: 9-amino-7- (2,5,7-triazabiciclo [2.2.1] hept -3-il) -2,3,6-
trioxi-1-azabiciclo [3.2.2] nona-4,8-dieno-4-carbaldeido (inédita) 
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Figura 96: 9-amino-7-(2,5,7-triazabiciclo[2.2.1]hept-3-il)-2,3,6-trioxi-1-

azabiciclo[3.2.2]nona-4,8-dieno-4-carbaldeido (XIII) 

 

 

A substância XIII, foi isolada do extrato DCM do micélio de D. 

hongkongensis, apresentando-se com um cristal amorfo.   

Ao analisar esta fração por espectrometria de massas de alta resolução 

via ionização por ESI, o espectro apresentou um íon de m/z 268,103678 [M + 

H]+ compatível com a fórmula molecular C10H14N5O4 (Figura 95) com Índice de 

deficiência de Hidrogênio – IDH de 7. 

O espectro de RMN de 1H da substância XIII apresentou três singletos 

em δH 8,34 (s, H-8), 8,13 (s, H-COH) e outro em 7,34 (s, NH2) respectivamente. 

Observaram ainda, dois dubletos em δH 5,86 (d, J= 6 Hz, 2H, H-7) e em δH 5,22 

(d, J= 4,3 Hz, 2H, NH-7’) além de quatro duplo dubleto em δH 5,49 (dd, J= 6,0 e 

5,0 Hz, 1H, NH-5’), δH 4,59 (dd, J= 12,0 e 6,0 Hz, 2H, H-1’), δH 4,13 (dd, J= 8,6 

e 4,4 Hz, 2H, H-6’) e 3,96 (dd, J= 7,7 e 3,3 Hz, 2H, H-3’) e um duplo tripleto em 

δH 3,65 (dt, J= 12, 4,1, 1H, H-4’). Os sinais em δH 5,47 (d, J= 6,6 Hz,1H, NH-2’), 

δH 5,49 (d, J= 6,8 Hz, NH-5’), δH 7,34 (s, NH2) e δH 5,22 (d, J= 4,6Hz, NH-7’), 

foram atribuídos ao tipo de ligação N-H, como previsto na fórmula molecular. 

Pelo fato de as substância não está 100% pura, os demais sinais observados, 

foram atribuídos a uma outra molécula minoritária (Figura 96 e 97). 

O mapa de contorno 2D HSQC mostrou as correlações em δc 152, 10 

com δH 8,13, δc 139,64 com δH 8,34, δc 87,85 com δH 5,86, δc 85,73 com δH 

3,96, δc 73,25 com δH 4,6, δc 70,46 com δH 4,13, 61,49 com δH 3,65 (Tabela 35) 

e (Figura 98).  
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O mapa de contorno 2D HMBC mostrou os acoplamentos em δc 156,60 

com δH 8,13, δc 147,36 com δH 8,34, 8,13 e 5,86, δc 139,65 com δH 5,86, δc 

119,52 com δH 8,34 e 7,34, δc 87,85 com δH 5,47 e 4,60, δc 85,73 com δH 5,22, 

δc 73,25 com δH 5,86 e 5,47, δc 70,46 com δH 5,47 e 5,22, δc 61,49 com δH 5, 49 

respectivamente (Figura 99).  

O mapa de contorno 2D COSY mostrou os acoplamentos em δH 5,86 

com δH 4,59, δH 5,47 com δH 4,59, δH 5,49 com δH 3,5 e 3,6, δH 5,22 com δH 

4,13 δH 4,59 com δH 5,47, 5,86 e 4,13, δH 4,13 com δH 5,22, 3,96, 4,59, δH 3,96 

com δH 3,6 e 4,13, δH 3,60 com δH 3,50, 3,96, 5,47 e 5,49 respectivamente 

(Figura 100).  

Após a análise dos dados (Tabela 31), concluiu-se que a estrutura é 

inédita com nomenclatura descrita pela IUPAC como: 9-amino-7-(2,5,7-

triazabiciclo [2.2.1] hept -3-il) -2,3,6-trioxi-1-azabiciclo [3.2.2] nona-4,8-dieno-4-

carbaldeido. 

 

Tabela 31: Dados de HSQC, HMBC e COSY da substância 9-amino-7-(2,5,7-triazabiciclo 

[2.2.1] hept -3-il) -2,3,6-trioxi-1-azabiciclo [3.2.2] nona-4,8-dieno-4-carbaldeido. 

 

Posição HSQC HMBC COSY 

 δC δH 2-4JCH HxH 

4 156, 60 - 8,13 - 

5 147,36 - 8,34 e 5,86  

7 87,85 5,86 5,47 e 4,59 4,59 

8 139,64 8,34 5,86 - 

9 119,52 - 8,34 e 7,34 - 

1’ 73,25 4,59 5,86 e 5,47 5,47, 5,86, 4,13 

2’ - 5,47 - 4,59 

3’ 85,73 3,96 5,22 3,60 e 4,13 

4’ 61,49 3,5 e 3,6 5,49 
3,50, 3,96, 5,47 e 

5,49 

5’ - 5,49 - 4,59, 3,50 e 3,60 

6’ 70,46 4,13 5,47 e 5,22 5,22, 3,96 e 4,59 

7’ - 5,22 - 4,13 

COH 152,1 8,13 - - 

NH2 - 7,34 - - 
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Figura 95: Espectro de massa de (3-oxociclobutil) metil1-iydroxi-2 metilciclopenta-2,4-dieno carboxilato (XII). 
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Figura 96: Espectro de RMN de 1H (DMSO) da substância 9-amino-7- (2,5,7-triazabiciclo [2.2.1] hept -3-il) -2,3,6-trioxi-1-azabiciclo [3.2.2] nona-4,8-dieno-4-

carbaldeido 
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Figura 97: Expansão do espectro de RMN de 1H (DMSO) da substância 9-amino-7- (2,5,7-triazabiciclo [2.2.1] hept -3-il) -2,3,6-trioxi-1-azabiciclo [3.2.2] nona-

4,8-dieno-4-carbaldeido 
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Figura 98: Mapa de contorno HSQC da substância 9-amino-7- (2,5,7-triazabiciclo [2.2.1] hept -3-il) -2,3,6-trioxi-1-azabiciclo [3.2.2] nona-4,8-dieno-4-

carbaldeido. 
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Figura 99: Mapa de contorno HMBC da substância 9-amino-7- (2,5,7-triazabiciclo [2.2.1] hept -3-il) -2,3,6-trioxi-1-azabiciclo [3.2.2] nona-4,8-dieno-4-

carbaldeido. 
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Figura 100: Mapa de contorno COSY da substância 9-amino-7- (2,5,7-triazabiciclo [2.2.1] hept -3-il) -2,3,6-trioxi-1-azabiciclo [3.2.2] nona-4,8-dieno-4-

carbaldeido. 
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5.10 Ensaio Biológico 
 

 

5.10.1  Atividade Antioxidante dos extratos das Folhas de P. trifoliata. 
 

 

Os resultados dos ensaios antioxidantes dos extratos das folhas 

coletadas no Rio Xingú (coleta 1), foram publicados na dissertação de 

mestrado o qual, mostrou um resultado significativo para o extrato MeOH das 

folhas com equivalêncvia de 1,53 mg de extrato/mg de ácido ascórbico 

(JEFFREYS, 2011).  

Ao analisar os extratos da coleta 2, observou-se que os extratos MeOH 

apresentaram equivalências de 1,15, e 1,13 (coleta 2) e 1,89 e 1,51 (coleta 3) 

quando comparados com os padrões, sendo considerado um importante 

resultado, pois ambos atingiram um valor bem próximo dos padrões testados. 1 

mg de ácido ascórbico, (Tabela 32).  

 

Tabela 32: Resultado da atividade antioxidante dos extrato de P. trifoliata da 

segunda coleta  

 

  Atividade Antioxidante   

Coleta 
Parte 

vegetal 
Extrato 

Método DPPH▪ 

(mg de extrato/ 

mg de aa*) 

Método Fe3+ 

1  

(Realizada no 

mestrado) 

Folhas  

DCM 19,05 25,7 

MeOH 1,53 1,89 

H2O 2,30 2,92 

2 Folhas  

Hex 15,06 18,44 

MeOH 1,15 1,13 

H2O 2,42 2,83 

3 Folhas  

Hex 13,52 16,12 

MeOH 1,89 1,51 

H2O 2,92 3,42 

*aa= Ácido ascórbico  
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Resultados similares foram observados por Alam e colaboradores 

(2013), Sanil e colaboradores (2015), quando eles demonstram que em 

espécies vegetais, as substâncias fenólicas como flavonoides, cumarinas, além 

de terpenos com ligações duplas conjugadas, atuam na proteção contra 

radicais livres produzidos sobre condições de estresse, por sua capacidade de 

doar radicais hidrogênios ou pela reação com o radical livre estabilizando-o. 

Os extratos aquosos também apresentaram equivalência significativa de 

2,42 e 2,83 (coleta 2) e 2,92 e 3,42 (coleta 3) respectivamente. As substâncias 

responsáveis por esta atividade são, possivelmente derivadas de substâncias 

fenólicas como os flavonoides, que possuem grande atividade antioxidante 

atuando principalmente na proteção dos tecidos contra radicais livres (ALAM, et 

al, 2013, TINKEL; et al, 2012).  

Em seguida, foram analisado os resultados das fases DCM, AcOEt e 

H2O obtida dos extratos metanólicos das coletas 1 e 2 respectivamente. 

As fases DCM da coleta 1, 2 e 3 apresentaram resultados poucos 

significativos com valores de equivalência variando entre 26,6 e 23,91 (coleta 

1), 38,57 e 35,82 (coleta 2) e 41,01 e 38,12 (coleta 3). A partir desses 

resultados podemos observar que ambas as fases possuem baixa 

concentração de substâncias com ligações duplas conjugadas ou substâncias 

fenólicas, os quais são responsáveis pela variação da equivalência quando 

comparados com o ácido ascórbico e o Fe3+. 

Ao analisar a equivalência das fases do AcOEt de ambas as coletas, 

observou-se um resultado de 6,74 e 7,48 (coleta 1), 6,61 e 9,02 (coleta 2) e 

5,51 e 8,02 (coleta3), indicando possuir algumas substâncias com grupos fenol 

e ligações insaturadas na estrutura das moléculas contidas nas fases.  

De acordo com estudos realizados por Aimé e colaboradores (2003), o 

potencial antioxidante está relacionado com a estrutura química da substância 

que possui a presença de maior número de hidroxilas e ligações insaturadas 

principalmente nas posições com os grupos C-3, C-5, C-7, C-4’ e C-3’ de 

flavonoides. Os biflavonoides isolados, neste trabalho, da fase DCM e AcOEt, 

identificados como 3’-O-metil loniflavona (substância X) e 7,4’’’ 

dimetilamentoflavona (Putraflavona) (Substância XI),  possuem hidroxilas nas 

posições C-5, C-7, C-5’’, C-7’’ e as instaurações presentes em ambas as 

moléculas, o que possivelmente pode estar relacionado com a boa 
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equivalênvcia de ambas as fases quando comparado com o padrão (Tabela 

32).   

  

Tabela 33. Atividade antioxidante das fases DCM, MeOH e H2O obtidos dos 

extratos metanólicos das folhas das coletas 1 e 2 

 

  Atividade Antioxidante   

   
Equivalência 

Coleta Parte vegetal Fase Método DPPH▪ Método Fe3+ 

1 Folhas  

DCM 26,6 23,91 

AcOEt 6,74 7,48 

H2O 2,8 4,51 

2 Folhas  

DCM 38,57 35,82 

AcOEt 6,61 9,02 

H2O 3,21 5,53 

3 Folhas 

DCM 41,01 38,12 

AcOEt 5,51 8,02 

H2O 4,01 6,08 

 

 

Ao analisar as fases aquosa, observou-se uma equivalência, 2,8 e 4,51 

na coleta 1 e de 3,21 e 5,53 na coleta 2. Esses valores, foram similares aos 

resultados do extrato aquoso das folhas e galhos (JEFFREYS, 2011; 

PEDROZA, 2014), mostrando que as substâncias fenólicas estão presente em 

grande concentração nessas fases. 

Assim, os resultados mostraram que a capacidade antioxidante dos 

extratos e fases testadas pelo método DPPH e Fe3+ possuem grande 

significância quando comparado com os dados da literatura, uma vez que os 

extratos brutos e as fases de diferentes partes vegetais da família 

Picrodendraceae obtiveram uma boa capacidade sequestradora de radicais 

livres, mostrando-se com resultados significativos (PEDROZA, 2014; 

JEFFREYS, 2011). 

 



155 

 

5.10.2  Atividade Antioxidante dos fungos endofíticos. 
 

Os resultados obtidos foram expressos em equivalência com o ácido 

ascórbico, permitindo correlacionar a resposta obtida do extrato vegetal com a 

do antioxidante padrão através da equivalência de um (1,0), pois quanto mais 

semelhante entre a capacidade antioxidante da amostra frente ao ácido 

ascórbico melhor serão as possibilidade de se obter uma substância ativa.  

Assim, as partições de diclorometano (DCM) quando comparada com 

ambos os métodos, observou-se que apenas o fungo de número 6 apresentou 

atividade significativa com equivalência de 5,01. Esse resultado pode está 

associado principalmente pela presença da hidroxila quelada em 

aproximadamente 12 ppm, observado no espectro de RMN de 1H além da 

presença de sinais característicos de aromáticos entre 6 e 7 ppm 

respectivamente. 

Ao analisar a fase do acetato de etila (AcOEt), observou-se que todas as 

fases não apresentaram resultados significativos, indicando a ausência de 

substancias com ligações duplas conjugadas ou aromáticos. Esses resultados 

podem ser comprovados através dos espectros de RMN de 1H, os quais 

mostram que as fases de AcOEt não contém metabólitos secundários ou 

contém em pequenas concentrações, apenas açúcar e outros metabólitos do 

caldo estéril (Tabela 34).    

 

Tabela 34: Resultados da atividade antioxidante presente nas fases DCM e AcOEt dos caldos 

metabólitos dos fungos de P. trifoliata 

 

 

Atividade Antioxidante 

  
Equivalência 

Fungo Fase Método DPPH▪ Método Fe3+ 

Fungo 1 
DCM 22,03 10,91 

AcOEt 15,01 9,01 

Fungo 2 
DCM 28,54 9,14 

AcOEt 17,98 11,84 

Fungo 3 
DCM 18,68 34,47 

AcOEt 17,25 15,65 

Fungo 4 
DCM 12,89 75,3 

AcOEt 13,4 8,31 
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Fungo 5 
DCM 18,1 10,48 

AcOEt 23,07 15,54 

Fungo 6 
DCM 5,01 17,87 

AcOEt 9,74 7,17 

Fungo 7 
DCM 15,77 24,87 

AcOEt 10,47 12,61 

Fungo 8 
DCM 23,35 20,9 

AcOEt 17,85 9,28 

Fungo 9 
DCM 25,72 20,85 

AcOEt 16,01 11,02 

 

 

Ao analisar os extratos DCM dos micélios dos fungos endofíticos, 

observou-se que os valores não foram significativos quando comparado com o 

padrão, pois a menor equivalência observada no método do DPPH▪ foi de 

28,02 para o fungo 3 e 43,21 no método do Fe3+ para o fungo 9, sendo ambos 

considerados não significativos (Tabela 35).  

Apesar de o extrato DCM do fungo 3 apresentar um sinal em 

aproximadamente 12 ppm característicos de hidroxila quelada e vários sinais 

entre 6 a 8 ppm característicos de aromáticos, sua equivalência não foi 

significativa. Esse fator pode está associado a polaridade, uma vez que os 

extratos apolares possuem maior concentração de terpenos, como os 

triterpenos caracterizados por vários singletos entre 0,8 a 2 ppm no RMN de 1H 

os quais apresentam baixa ou sem atividade. 

   Ao analisar os extratos MeOH, observou-se que o fungo 2 apresentou 

um resultado significativo com equivalência de 4,34 (Tabela 35). 

Possivelmente, as substâncias responsáveis por esta atividade são, derivadas 

de compostos fenólicos como os flavonoides, que possuem grande atividade 

antioxidante atuando principalmente na proteção dos tecidos contra radicais 

livres (ALAM, et al, 2013, TINKEL, et al, 2012).  

A presença dessa classe de substâncias, podem ser confirmadas no 

espectros de RMN de 1H o qual apresenta sinais na região de aromáticos, em 

aproximadamente 6,0 a 8,0 ppm. 

Apesar de o fungo 8 possuir sinais de aromáticos em H 6,96 ppm (d, 

1H, 8,38 Hz) e H 6,64 ppm (d, 1H, 8,38 Hz), além dos sinais em H 7,03 ppm 

(d, 1H, 8,5 Hz) e H 6,62 ppm (d, 1H, 8,5 Hz) ambos acoplando entre si e os 
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fungos 7 e 9 apresentarem multipletos entre H 3,08 a 3,62 ppm além do 

dubleto em H 5,31 ppm que podem ser característicos de açúcar suas 

equivalências não foram significativos quando comparados com o padrão.       

 

 

Tabela 35: Resultados da atividade antioxidante presente nos extratos DCM e 

MeOH dos caldos metabólitos dos fungos de P. trifoliata 

 

Atividade Antioxidante 

 
Equivalência 

  Extrato Método DPPH▪ Método Fe3+ 

Fungo 1 
DCM 30,10 52,09 

MeOH 29,20 45,04 

Fungo 2 
DCM 50,02 98,32 

MeOH 4,34 58,94 

Fungo 3 
DCM 28,02 46,61 

MeOH 12,0 33,21 

Fungo 4 
DCM 38,2 102,32 

MeOH 54,90 179,06 

Fungo 5 
DCM 48,90 76,43 

MeOH 42,10 98,21 

Fungo 6 
DCM 49,02 83,21 

MeOH 87,44 86,51 

Fungo 7 
DCM 34,21 62,30 

MeOH 65,78 174,21 

Fungo 8 
DCM 35,21 53,21 

MeOH 18,01 33,20 

Fungo 9 
DCM 39,01 43,21 

MeOH 16,01 11,02 
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5.11 Atividade Antibacteriana das Folhas de P. trifoliata.  
 

 

A atividade antibacteriana das fases obtidas dos extratos MeOH das 

folhas de P. trifoliata, foram determinadas pelo nosso grupo de pesquisa, da 

Coordenação de Tecnologia e Inovação - COTI do Instituto Nacional de 

Pesquisa do Amazonas - INPA. 

Os extratos brutos das coletas 1, 2 e 3, foram testados durante o 

mestrado através da metodologia cavidade placa. O extrato DCM e Hexânico 

da coleta 1 e 2 apresentaram baixa atividade. O extrato hexânico da coleta 3 

não foi ativo. Os extratos MeOH das coletas 1 e 2 apresentaram média 

atividade e da coleta 3 apresentou baixa atividade. Já os extratos aquosos 

apresentaram ambos baixa atividade (JEFFREYS, 2011). 

Para esta tese, foram testadas as fases obtidas dos extratos metanóilcos 

frente às bactérias A. hydrophila e F. columnare. 

Os resultados da CIM e a CMB, mostraram que a fase DCM da coleta 1, 

não apresentou atividade frente às bactérias testadas, entretanto as coletas 2 e 

3 apresentaram-se ativas na concentração de 500 μg/mL frente as bactérias A. 

hydrophila e F. columnare. Esses resultados divergentes podem estar 

relacionados à diferença entre o local, o clima e a época da coleta, visto que 

essas diferenças afetam na concentração da produção dos metabólitos 

secundários (NOLDIN, et. al., 2003). De acordo com os resultados observados 

por Hadacek e Greger (2000), Jeffreys (2011) e Pedroza (2014), um ensaio 

antibacteriano pode variar de acordo com a parte vegetal estudada ou o local 

de realização da coleta. 

Ao analisar as fases AcOEt das três coletas, observou-se que somente a 

coleta 1 apresentou uma atividade de 500 μg/mL frente as mesmas bactérias 

ativas na fase DCM das coletas 2 e 3. Esses resultados mostraram que os 

extratos obtidos em Altamira, possuem metabólitos secundários capazes de 

inibir o crescimento e promover a morte bacteriana de A. hydrophila e F. 

columnare na concentração de 500 μg/mL, deferentes das fases obtidas do 

Lago do Catalão, pois apresentaram-se inativas, entretanto nota-se que a 

atividade antibacteriana pode ser resultante de efeitos sinergísticos, além de 
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outros fatores interativos entre as substâncias presente nos extratos e fases 

vegetais.  

Ao analisar os resultados das fases aquosas, observou-se que a coleta 1 

apresentou CIM e CMB de 500 μg/mL, as coletas 2 e 3 apresentaram CIM e 

CMB de 1000 μg/mL frente as bactérias F. columnare e P. fluorescens (Tabela 

36). 

 

Tabela 36: Atividade antibacteriana das fases do extrato MeOH das folhas 

 

Atividade Antibacteriana (μg/mL) 

  
Aeromonas 
hidrophyla 

Flavobacterium 
columnare 

Pseudomonas 
Fluorescens 

Coleta Fase CIM CMB CIM CMB CIM CMB 

1 

DCM S/A* S/A S/A S/A S/A S/A 

AcOEt 500 500 500 500 S/A S/A 

H2O 500 500 500 500 S/A S/A 

2 

DCM 500 500 500 500 S/A S/A 

AcOEt S/A S/A S/A S/A S/A S/A 

H2O S/A S/A 1000 1000 1000 1000 

3 

DCM 500 500 500 500 S/A S/A 

AcOEt S/A S/A S/A S/A S/A S/A 

H2O S/A S/A 1000 1000 1000 1000 

               *S/A= Sem Atividade.   

 

É importante salientar que esta atividade é inédita para a espécie P. 

trifoliata, pois não foram encontrados relatos da atividade antibacteriana para 

as fases testadas.  
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5.11.1  Atividade antibacteriana das substâncias isoladas das folhas de P. 
trifoliata. 

 

 

5.11.1.1 Terpenos: friedelan-3-ona, 28-hidroxi-friedelan-3-ona, 30-hidroxi-

friedelan-3-ona,   e  amirina,  lupeol e hidroxicoriatina. 

 

Os triterpenos isolados de P. trifoliata, foram testados frente as bactérias 

A. hydrophila e K. pneumoniae.  

Para uma melhor explanação dos resultados, os triterpenos foram 

acondicionados em uma única tabela (Tabela 25).  

A substância friedelan-3-ona, apresentou 38,70% de inibição frente a A. 

hydrophila e 4,96% frente a K. pneumoniae, o triterpeno 28-hidroxi-friedelan-3-

ona, apresentou 29,02% e 28,61% de inibição para ambas as bactérias e a 

substância 30-hidroxi-friedelan-3-ona, presentou 35,2% e 43,01% de inibição. 

Com isso podemos concluir que ambos os triterpenos do esqueleto friedelano 

não apresentaram atividade significativa quando comparado com o controle 

negativo (Tabela 26). 

A mistura dos triterpenos  e  amirina, possuem um esqueleto básico 

do tipo ursano para a α-amirina e oleanano para a β-amirina, onde a única 

diferença entre eles é a posição de uma metila no anel E (Figura 44). Devido a 

semelhança estrutural, não foi possível separar essas duas substâncias por 

métodos cromatográficos convencionais como cromatografia em coluna e 

cromatografia em camada delgada preparativa. Ao serem testados frente as 

bactérias A. hydrophila e K. pneumoniae, apresentaram um percentual de 

inibição de 50,14% e 47,57% quando comparado com o controle negativo 

sendo consideradas com baixa ou sem atividade. 

O lupeol, apesar de apresentar resultados positivos contra diferentes 

doenças, como descrito na página 61, apresentou um percentual de inibição de 

52,77% na concentração de 500 g/mL frente a bactéria A. hidrophyla e 

14,79% frente a bactéria K. pneumoniae, sendo considerada com baixa ou sem 

atividade quando comparado com o controle negativo (Tabela 37). 

Ao analisar o sesquiterpeno, hidroxicoriatina, observou-se que o 

percentual de inibição foi de 38,16% frente a bactéria A. hydrophila e 46,43% 
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frente a bactéria K. pneumoniae, mostrando-se com baixa ou sem atividade 

quando comparado com o controle negativo (Tabela 37).  

 

Tabela 37: Percentual de inibição dos triterpenos isolados de P. trifoliata  

 

Percentual de Inibição na concentração de 500 g/mL 

Substância A. hydrophila K. pneumoniae 

Friedelan-3-ona 38,79 4,96 

28-hidroxi-friedelan-3-ona 29,02 28,61 

30-hidroxi-friedelan-3-ona 35,2 43,01 

 e  amirina 50,14 47,57 

Lupeol 52,77 14,79 

Hidroxicoriatina 38,16 46,43 

 

Este é o primeiro relato da avaliação dos triterpenos: friedelan-3-ona, 28-

Hidroxi-friedean-3-ona e 30-hidroxi-friedelan-3-ona, frente as bactérias A. 

hydrophila e K. pneumoniae. 

 

5.11.1.2 Substâncias fenólicas: 7,4’’ Dimentilamentoflavona, 3-O-metil 

loniflavona, 7-Hidroxi-6-metoxicumarina. 

 

O stestes iniciaram pelos biflavonoides frente as bactérias A. hydrophila 

e K. pneumoniae, do qual observou-se que a substância 7,4’’ 

dimentilamentoflavona, inibiu percentual de 73,58% frente a bactéria K. 

pneumoniae, sendo considerado um resultado significativo.  

A substância 3-O-metil loniflavona inibiou percentual de 57,76% frente a 

bactéria A. hydrophila e 71,75% frente a bactéria K. pneumoniae, apresentando 

resultados significativos para ambas as bactérias testadas. Já a substância 7-

hidroxi-6-metoxicumarina, apresentou resultado significativo frente a bactéria K. 

pneumoniae, com percentual de inibição de 73,30%.  

É importante destacar que as três substância apresentaram esses 

resultados na concentração de 500 g/mL (Tabela 38).  
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De maneira geral, as substâncias fenólicas são consideradas de grande 

importância e estão presentes principalmente em espécies vegetais. Assim, a 

busca pelo isolamento e identificação dessas substâncias, dar-se pelo fato dos 

resultados positivos frente a diferentes atividades biológicas como 

antibacterianas, antioxidantes, propriedades anti-tumorais, anti-inflamatórias, 

anti-mutagênicas, além de poderem proteger as células contra os danos 

oxidativos (MUSA et al., 2013, ZHONG e SHAHIDI, 2012, CASTELO-BRANCO 

et al., 2011 , CASTILHO et al., 2012; SULTANBAWA, 2011; TINKEL; et al, 

2012, SANIL, et al 2015, SEM, et al 2013, ZHONG e SHAHIDI, 2012, 

HARBORNE e WILLIANS, 2000. Mais especificamente, os biflavonoides se 

apresentam de forma natural como duas unidades de flavonoides que podem 

unir-se por ligações covalentes do tipo C-C ou C-O-C. 

 

 

Tabela 38: Percentual de inibição das substâncias fenólicas isoladas de P. 

trifoliata  

 

Percentual de Inibição na concentração de 500 µg/mL 

Substância A. hydrophila K. pneumoniae 

7,4’’ dimentilamentoflavona 42,24 73,58 

3-O-metil loniflavona 57,76 71,75 

7-hidroxi-6-metoxicumarina 41,51 73,30 

 

 

5.11.2 Atividade Antibacteriana dos fungos endofíticos.  
 

A atividade antibacteriana em fungos endofíticos vem crescendo a cada 

ano, devido estes, serem capazes de produzir substâncias que podem causar 

um efeito bactericida ou bacteriostático frente a diferentes bactérias 

patogênicas. 
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Estudos recentes, mostraram que o maior interesse pelos fungos 

endofíticos estão voltados para os de origem de plantas medicinais, o qual 

correspondem a 35% de todas das plantas estudadas, aumentando assim, a 

possibilidade da descoberta de novas substâncias ativas biologicamente 

(ALVIN et al., 2014). 

Com isso, os fungos endofíticos de P. trifoliata foram testadas frente as 

bactérias:  Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, Flavobacterium 

columnare, Pseudomonas fluorescens, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus 

e Nocardia brasiliensis 

Este resultado torna-se de grande importância, visto que ambas as 

bactérias foram descritas como patogênicas para humanos e peixes, no caso 

A. hidrófila (GIRI et al, 2105; ANACARSO et al, 2014; Yu et al., 2007) bem 

como K. pneumoniae, que acomete doenças em humanos (MADSON et al 

1994; CASSETARI et al 2006; PODSCHUN e ULLMAN, 1998). 

Além disso, é importante citar que ao testar os extratos brutos 

(JEFFREYS, 2011) e a fase DCM do extrato metanólico das folhas de P. 

trifoliata, em estudo nesta tese, observou-se que a CIM foi de 500 μg/mL, 

sendo considerado uma boa atividade quando comparado com o controle 

negativo.  

Esses dados sugerem que a substância ou grupos de substâncias 

presentes no extrato bruto e nessa fase, podem ser produzidas pelo fungo 

endofíticos Diaporthe hongkongensis (Fungo 6).  

Ao associarmos esse resultado com os dados de RMN de 1H da fase 

DCM (Figura 87, página 163) e consequentemente com os dados de RMN de 

1H e bidimensionais da substância XII isolada da fase DCM desse fungo, 

podemos afirmar que o composto responsável por essa atividade é uma 

substância inédita com a nomenclatura descrita pela IUPAC como: (3-

oxocyclobutyl) methyl 1-hydroxy-2-methylcyclopenta-2,4-diene -1-carboxylate. 

Essa afirmação pode ser comprovada ao visualizar seu espectro de RMN de 

1H, onde os sinais apresentam-se majoritários. 

Ao analisar os resultados das demais fases, tabela 35, observou-se que 

o fungo de número 4, apresentou um halo de inibição de 0,5 cm sendo 

considerado uma baixa atividade, mostrando que as substâncias presentes na 

fase desse fungo, possuem baixo efeito biológico quando entra em contato com 
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esta bactéria, entretanto, é válido citar que possivelmente a substância 

responsável por esse baixa atividade seja a mesma substância isolada de 

Diaporthe hongkongensis (Fungo 6), pois é notável a presenças dos mesmos 

sinais de RMN de 1H com baixa intensidade.  

Ao analisar a fase AcOEt de Diaporthe hongkongensis, observou-se um 

halo de inibição de 1,2 cm, sendo considerado também com média atividade, 

tornando a busca por novos compostos bioativos mais interessantes para este 

fungo. Ao comparar este resultado com as fase ACOEt das folhas, observou-se 

a ausência da atividade, o que favorece a pesquisa fitoquímica para este fungo 

endofítico (Tabela 39).  

As demais fases foram testadas frente todas as bactérias descritas na 

tabela 36, porém não apresentaram crescimento do halo de inibição. Este fator 

pode está associado à polaridade de algumas fases, o que dificulta a difusão 

no ágar ou simplesmente por não possui atividade frente a essas bactérias. 
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Tabela 39: Resultado das atividade antibacteriana das fases DCM e AcOEt dos caldos metabólicos dos nove fungos endofíticos 

obtidos de P. trifoliata 

 

 

Cont. 

Bactérias  
Fungo 6 Fungo 7 Fungo 8 Fungo 9 

DCM AcOEt DCM AcOEt DCM AcOEt DCM AcOEt 

Aeromonas hydrophila  1,0 1,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Edwardsiella tarda  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Flavobacterium columnare  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Pseudomonas fluorescens  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Klebsiella pneumoniae 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Bacillus cereus  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Nocardia brasiliensis  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

 

 

Bactérias  
Fungo 1 Fungo 2 Fungo 3 Fungo 4 Fungo 5 

DCM AcOEt DCM AcOEt DCM AcOEt DCM AcOEt DCM AcOEt 

Aeromonas hydrophila  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 

Edwardsiella tarda  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Flavobacterium columnare  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Pseudomonas fluorescens  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Klebsiella pneumoniae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Bacillus cereus  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Nocardia brasiliensis  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
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Os extratos brutos dos micélios, foram testados frente a todas as 

bactérias descritas nas fases do caldo metabólito descrita no item anterior. 

Dentre as bactérias utilizadas nos testes é importante citar que a K. 

pneumoniae é um bastonete gram-negativo aeróbio facultativo é responsável 

por diferentes infecções e outras doenças como a pneumonia, infecções do 

trato urinário e de feridas, bacteremia, rinite crônica e meningites (MADSON et 

al 1994; CASSETARI et al 2006; PODSCHUN e ULLMAN, 1998) e também  a 

A. hydrophila que é uma bactéria gram-negativa causadora de doenças em 

humanos e peixes (GIRI et al, 2105; ANACARSO et al, 2014; Yu et al., 2007). 

De acordo com essas evidencias, a obtenção e caracterização da 

substância responsável pelas atividades, se torna muito importante pois, a 

resistência bacteriana frente aos antibióticos está aumentando a cada dia. 

Com isso, o extrato metanólico do micélio dos fungos 4 e 6, 

apresentaram um halo de inibição de 1,0 cm frente as bactérias K. pneumoniae 

e A. hydrophila sendo considerado uma média atividade, tornando-se de 

grande importância nesta tese, pois o aumento no número de bactérias 

resistentes a diferentes antimicrobianos, vem causando um impacto e ao 

mesmo tempo um grande desafio no tratamento de infecções (AZEVEDO 

2000) (Tabela 40). Esses dados infelizmente continuam crescendo, visto que a 

Organização Mundial de Saúde (OMS), publicou em 2014 uma alerta sobre a 

possibilidade de uma possível epidemia, caso não haja medidas de controle 

contra os microrganismos resistentes (WHO, 2014). 

Ao testar os fungos para as demais bactérias observou-se que não 

houve crescimento do halo de inibição, sendo considerado inativos (Tabela 40).  

 

 



167 

 

Tabela 40: Resultado das atividade antibacteriana dos extratos DCM e MeOH dos nove fungos endofíticos obtidos de P. trifoliata 

 

Bactérias  
Fungo 1 Fungo 2 Fungo 3 Fungo 4 Fungo 5 

DCM MeOH DCM MeOH DCM MeOH DCM MeOH DCM MeOH 

Aeromonas hydrophila  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 

Edwardsiella tarda  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Flavobacterium columnare  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Pseudomonas fluorescens  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Klebsiella pneumoniae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 

Bacillus cereus  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Nocardia brasiliensis  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
 

Cont.  

Bactérias  
Fungo 6 Fungo 7 Fungo 8 Fungo 9 

DCM MeOH DCM MeOH DCM MeOH DCM MeOH 

Aeromonas hydrophila  0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Edwardsiella tarda  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Flavobacterium columnare  0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Pseudomonas fluorescens  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Klebsiella pneumoniae 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Bacillus cereus  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Nocardia brasiliensis  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
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5.12 Atividade Antimalárica dos extratos das folhas obtidos de P. 
trifoliata.   

 

 

Em nosso estudo, foi utilizada a metodologia da citometria de fluxo que 

permite obter resultados quantitativos, mais rápidos e reprodutíveis (KARL et 

al, 2009), pois a citometria de fluxo é usada para a identificação de células em 

suspensão, permitindo a sua diferenciação relativa à granularidade, tamanho, 

despolarização e intensidade de fluorescência, fornecendo assim importantes 

informações sobre o crescimento e desenvolvimento do Plasmodium 

(GRIMBERG, 2011).  

Com isso, os resultados da atividade antimalárica dos extratos brutos, 

foram comparados a droga controle, quinina. 

Ao calcular a CI50%, observou-se que o extrato hexânico da coleta 3, 

apresentou resultado de 1,51 µg/mL e o extrato MeOH também da coleta 3, 

apresentou resultado de 1,77 µg/mL, sendo ambos considerados significativos 

quando comparados com a droga controle (Tabela 41). 

 

Tabela 41. Atividade antimalárica dos extratos das coletas 1, 2 e 3. 

 

Coleta Extratos CI50 
aµg mL -1 

 

C
o
le

ta
 1

 Extr. DCM >100 

Extr. MeOH 22,74 

Extr. H2O 12,43 

 

C
o
le

ta
 2

 Extr. Hexano 6,44 

Extr. MeOH  12,0 

Extr. H2O 14,73 

 

C
o
le

ta
 3

 Extr. Hexano 1,51 

Extr. MeOH 1,77 

Extr. H2O 9,38 

 Quininab 0,015 

aCI50%: Concentração inibitória 50%; bDroga controle: Quinina; Extr.: Extrato.   

 

Ao fazer uma comparação dos resultados das coletas 2 e 3, ambas 

coletadas do mesmo espécime, observou-se que houve uma baixa atividade no 
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extrato metanólico da coleta 2 com CI50% de 12,0 µg/mL e uma elevada 

atividade na coleta 3, CI50% de 1,77 µg/mL. Esse fator pode está associado ao 

período da coleta (julho/2010 e abril/2013).  

 

5.12.1  Atividade Antimalárica dos Fungos endofíticos 
 

 

Os Fungos endofíticos podem produzir uma variedade muito grande de 

metabólitos tanto primários quanto secundários, incluindo aminoácidos 

(KLEINKAUF & VON DOHREN, 1990), enzimas (STAMFORD et al., 1998), 

entre outros.  

Ao calcular a CI50%, observou-se que apenas o extrato 4 apresentou o 

melhor resultado quando comparado com a droga controle (Tabela 42). De 

acordo com Chapla (2012) ao cultivar Phomopsis sp. isolado de Senna 

spectabilis e posteriormente fracionar os extratos brutos, obteve 

dicetopiperazinas, uma classe de substâncias com diversas atividades, 

inclusive antimicrobiana. 

 

Tabela 42: Determinação da Cl50 da atividade antimalárica dos extratos MeOH 

dos micélios dos fungos endofíticos obtidos de P. trifoliata 

 

Extratos MeOH CI50 
a g mL -1 

Fungo 1 16,79 

Fungo 2 18,13 

Fungo 3 23,71 

Fungo 4 6,89 

Fungo 5 16,86 

Fungo 6 22,65 

Fungo 7 25,5 

Fungo 8 11,36 

Fungo 9 19,56 

Quininab 0,015 

aCI50%: Concentração inibitória 50%; bDroga controle: Quinina 

 

 

 



170 

 

6 Conclusões 

 

O estudo fitoquímico dos extratos das folhas de P. trifoliata, mostrou que 

os extratos diclorometânico e hexânicos possuem terpenos e os extratos 

metanólicos apresentam substâncias fenólicas. A triagem fitoquímica dos 

caldos metabólicos dos fungos endofíticos obtidos de P. trifoliata, mostram que 

a fase diclorometânica possui terpenos, e a fase de Acetato de Etila possui 

indícios de terpenos e compostos fenólicos.  Os extratos DCM dos micélios 

possuem terpenos e os extratos MeOH possuem substâncias fenólicas. 

O estudo fitoquímico do extrato DCM das folhas da coleta 1 de P. 

trifoliata permitiu o isolamento dos triterpenos friedela-3-ona (I), 30-hidroxi-

friedelan-3-ona (II), lupeol (III), e 28-hidroxi-friedelan-3-ona XII. A fase DCM 

obtida do extrato MeOH da coleta 1, condiziu ao isolamento dos esteróides β-

sitosterol e estigmasterol (IV e V), hidroxicoriatina (VI) e a mistura de α e β–

amirina (VII e VIII).  

O fracionamento do extrato hexânico da coleta 2, conduziu ao 

isolamento novamente das substâncias I, IV, V, além da cumarina 7-hidroxi-6-

metoxi-cumarina (IX). Já o fracionamento do extrato MeOH da coleta 2, 

forneceu os biflavonoides 7,4’’’ dimentilamentoflavona (X), 3’-O-metilloniflavna 

(XI). 

O estudo fitoquímico do fungo endofítico Diaporthe hongkongensis, 

conduziu ao isolamento de duas substâncias inéditas previamente descrita 

como: carboxilato de (3-oxociclobutil) -1-metil-2-hidroxi metilciclopenta-2,4-

dieno (XIII) e 9-amino-7- (2,5,7-triazabiciclo [2.2.1] hept -3-il) -2,3,6-trioxi-1-

azabiciclo [3.2.2] nona-4,8-dieno-4-carbaldeido (XIV).   

Ao analisar o potencial antioxidante, observou-se que os extratos 

MeOH das folhas apresentaram equivalência de 1,15 e 1,13 e os extratos H2O 

apresentaram 2,42 e 2,83 quando comparado com o DPPH e Fe3+
. Ao analisar 

as fases obtidas dos extratos MeOH, as fases H2O das coletas 1 e 3 

apresentaram resultados significativos de 2,8 e 4,51 para o DPPH e 4,51 e 

5,53 para Fe3+
. Ao analisar o potencial dos fungos endofíticos, verificou-se que 

apenas a fase DCM do caldo metabólico foi significativa. 

A atividade antibacteriana mostrou que a fase DCM do extrato MeOH 

das folhas das coletas 2 e 3 e a fase AcOEt do extrato MeOH das folhas da 
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coleta 1, apresentaram CIM e CMB de 500 μg/mL frente as bactérias 

Aeromonas hydrophila e Flavobacterium columnare e a fase aquosa do extrato 

MeOH das folhas da coleta 1, apresentou CIM e CMB de 1000 μg/mL frente às 

bactérias Flavobacterium columnare e Pseudomonas fluorescens. O extratos 

miceliais dos fungo 4 e 6 apresentaram média atividade frente as bactérias 

Aeromonas hydrophila e Klebsiella pneumoniae, além das fases DCM e AcOEt 

do caldo metabólico do fungo 4. 

A atividade antimalárica mostrou que os extratos hexânicos e MeOH 

das folhas da coleta 3 apresentaram IC50 significativa de 1,51 e 1,77 µg/mL 

quando comparado com o padrão. Já os extratos dos fungos endofíticos, o 

extrato MeOH do fungo 4 apresentou 6,89 de parasitemia sendo significativo.  

Ao testar as substâncias isoladas frente as bactérias, observou-se que 

a CIM da substância X foi de 73,58% e da substância XI foi de 71,75% frente a 

bactéria K. pneumoniae na concetração de 500 μg/mL, as demais substâncias 

não foram ativas. Estes resultados são importantes, pois é o primeiro relato de 

atividade antibacteriana frente ás bactérias Aeromonas hydrophila e K. 

pneumoniae das substâncias isoladas de P. trifoliata.   
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