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RESUMO 

 

Espécies do gênero Palicourea Aubl. Rubiaceae são ricas em metabólitos secundários como 

iridoides, alcaloides indólicos, antraquinonas, terpenoides e compostos fenólicos, os quais são 

interessantes para bioprospecção por apresentarem atividades anticâncer, anti-inflamatória e 

antioxidante. O objetivo deste trabalho foi bioprospectar os extratos hexânicos e metanólicos das 

folhas e ramos de Palicourea nitidella (Müll.Arg.) Standl. para atividades antimicrobiana, 

antioxidante e tóxicas bem como componentes químicos de interesse. Para determinação da atividade 

antioxidante foram feitos testes com os métodos DPPH• e Fe3+/fenantrolina e extratos na 

concentração de 0,5 mg/mL. Para avaliação da atividade antimicrobiana foi aplicada a metodologia 

de microdiluição em caldo na concentração de 1000 µg/mL, frente a dez microrganismos e também 

determinada a concentração inibitória mínima. Para avaliação de toxicidade utilizou-se Artemia 

salina nas concentrações de 1000 e 500 µg/mL. Como resultado no teste frente A. salina, os extratos 

não apresentaram mortalidade acima de 50%. Na atividade antioxidante frente aos métodos DPPH• e 

Fe3+/fenantrolina, os extratos metanólicos avaliados demonstraram inatividade. Os extratos 

hexânicos das folhas e ramos apresentaram atividade antibacteriana sobre Pseudomonas fluorescens 

e, Staphylococcus aureus, e o extrato hexânico dos ramos inibiu o crescimento de Aeromonas 

hydrophila, Citrobacter freundi, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enteritidis. Os extratos 

ativos foram submetidos ao fracionamento cromatográfico e as substâncias isoladas foram 

identificadas por meio das análises de RMN de 1H e 13C uni e bidimensionais e espectrometria de 

massas. Assim, foi obtida a mistura de β-sitosterol e estigmasterol do extrato hexânico das folhas e 

do fracionamento do extrato metanólico de ramos foi obtida a escopoletina. Neste trabalho 

constatou-se que os extratos hexânicos foram ativos para seis bactérias gram-negativas e uma gram-

positiva, como também, foram isoladas três substâncias: β-sitosterol, estigmasterol e escopoletina. 

Os resultados contribuíram para a caracterização química e o potencial biológico de P. nitidella. 

  

Palavras-chave: Metabólitos secundários; escopoletina; antimicrobiano; antioxidante; toxicidade.  

 



 

 

ABSTRACT 

 

Species of the genus Palicourea Aubl. Rubiaceae are rich in secondary metabolites such as 

iridoids, indole alkaloids, anthraquinones, terpenoids and phenolic compounds, which are interesting 

for bioprospecting because they have anticancer, anti-inflammatory and antioxidant activities. The 

objective of this work was to bioprospect the hexane and methanolic extracts of leaves and branches 

of Palicourea nitidella (Müll.Arg.) Standl. for antimicrobial, antioxidant and toxic activities as well 

as chemical components of interest. To determine the antioxidant activity, tests were carried out with 

the DPPH• and Fe3+/phenanthroline methods and extracts at a concentration of 0.5 mg/mL. To 

evaluate the antimicrobial activity, the microdilution method was applied in broth at a concentration 

of 1000 µg/mL, against ten microorganisms and the minimum inhibitory concentration was also 

determined. For toxicity evaluation, Artemia salina was used at concentrations of 1000 and 500 

µg/mL. As a result in the test against A. salina, the extracts did not show mortality above 50%. In the 

antioxidant activity against the DPPH• and Fe3+/phenanthroline methods, the evaluated methanolic 

extracts showed inactivity. The hexane extracts from the leaves and branches showed antibacterial 

activity against Pseudomonas fluorescens and Staphylococcus aureus, and the hexane extract from 

the branches inhibited the growth of Aeromonas hydrophila, Citrobacter freundi, Pseudomonas 

aeruginosa and Salmonella enteritidis. The active extracts were subjected to chromatographic 

fractionation and the isolated substances were identified by means of uni and two-dimensional 1H 

and 13C NMR analysis and mass spectrometry. Thus, the mixture of β-sitosterol and stigmasterol 

from the hexane extract of leaves and the fractionation of the methanolic extract of branches was 

obtained to obtain scopoletin. In this work it was found that the hexane extracts were active for six 

gram-negative and one gram-positive bacteria, as well as three substances were isolated: β-sitosterol, 

stigmasterol and scopoletin. The results contributed to the chemical characterization and biological 

potential of P. nitidella. 

  

Keywords: Secondary metabolites; scopoletin; antimicrobial; antioxidant; toxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os produtos naturais fazem parte da vida do ser humano desde o princípio, como fonte de 

alimentos, utilidades domésticas, defesa e ataque; e como meio para restaurar a saúde. Atualmente 

representa uma das alternativas entre as várias fontes de matérias-primas fundamentais à existência 

da sociedade, sua principal vantagem é de ser uma fonte renovável, na maioria das vezes controlado 

pelo homem (MACIEL et al., 2002; LORENZI & MATOS, 2002, SIMÕES et al., 2017).  

A química de produtos naturais investiga principalmente, metabólitos com potenciais 

biológicos. A significância do estudo contribui mais no momento em que a espécie vegetal 

investigada não apresenta relatos na literatura sobre estudos químicos, conduzindo à obtenção de 

substâncias inéditas que sejam capazes de demonstrar um potencial biológico mais efetivo que as 

exploradas anteriormente (VERPOORTE, 2000; DEWICK, 2002). 

Na química, há diversas técnicas comparativas que avaliam os extratos vegetais quanto ao 

potencial antioxidante ao serem correlacionados com o agente redutor de referência. Além disso, os 

resultados favoráveis servirão para o desenvolvimento de produtos que amenizem os efeitos 

produzidos pelo estresse oxidativo que afeta o corpo humano, bem como poderão ser aplicados 

externamente na forma de cosméticos e internamente através da produção de fármacos (SIMÕES et 

al., 2003).  

Nos últimos anos, com o aumento da resistência de microrganismos patogênicos a diversos 

fármacos, constatou-se uma dedicação maior no estudo de produtos naturais, para a identificação de 

novas substâncias ativas que pudessem ser usadas como referências para o desenvolvimento de 

novos fármacos (SHU, 1998; NEWMAN et al., 2003). 

Os trabalhos referentes aos produtos naturais vêm buscando determinar o potencial de 

extratos em combate à micro-organismos patógenos, através de ensaios biológicos. Os extratos de 

muitas espécies apresentaram resultados excelentes. Dentre os metabólitos secundários que 

demonstraram maior potencial biológico, tem-se os alcaloides e flavonoides. Com características 

marcantes para os alcaloides que apresentaram toxicidade em boa parte das moléculas isoladas, 

enquanto os flavonoides se evidenciam por seus potenciais antioxidantes (CHARLES, 2013). Da 

espécie Palicourea nitidella, tem um relato na literatura, no qual, foram isolados metabólitos 

secundários, que apresentaram potencial farmacológico (COSTA, 1999).  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

A química de produtos naturais sempre teve papel relevante para o desenvolvimento de 

fármacos, cosméticos, fragrâncias, e outros bioprodutos, dado a diversidade estrutural e grupos 

funcionais presentes em milhares de substâncias que compõem a biodiversidade terrestre. Este 

imenso laboratório químico altamente sofisticado também desempenha um papel importante na 

conservação e no uso sustentável da diversidade biológica, especialmente porque são essas 

substâncias essenciais aos processos biológicos de regulação celular, comunicação química e defesa. 

Sob este aspecto, a biodiversidade brasileira, incluída entre as maiores do planeta é ainda pouco 

explorada, sendo que bioprodutos de grande impacto, capazes de gerar riqueza e contribuir para a 

balança econômica nacional ainda estão no plano dos desejos (BOLZANI, 2016).   

As plantas produzem uma larga e diversa ordem de metabólitos secundários extasiando os 

pesquisadores, atualmente existem registros próximo de 100.000 dessas substâncias identificadas 

(KESSLER, 2015). No passado acreditava-se que eram subprodutos do metabolismo primário o qual 

está associado aos processos vitais como: divisão, crescimento, respiração, armazenamento de 

energia e reprodução, entretanto, os metabólitos secundários possuem diversas funções ecológicas 

ligadas ao sistema de defesa em resposta a diversas causas externas, ou seja, poluição, seca, 

exposição aos raios UV, competição e ataques de patógenos (WINK, 2011; FRANÇA, 2017; 

NARAYANI e SRIVASTAVA, 2017, JAMSHIDI-KIA et al., 2018), ainda mais, como atrativos para 

polinizadores e dispersores de sementes, por exemplo, estão relacionados as ações da planta com o 

meio ambiente, planta-inseto, planta-microrganismo e planta-planta (WINK, 2011; KESSLER, 2015; 

MACHADO et al., 2017).  

Os metabólitos secundários nas plantas podem ser divididos quimicamente em três grupos 

distintos: terpenos, fenólicos e alcaloides (figura 1) (SHAHIDI, 1997; CROTEAU et al., 2000; 

SHAHIDI; NACZK, 2003; SHAHIDI; HO, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2006), além disso, são 

sintetizados em baixas concentrações de carbono total inferior a 1% (BERG e LUBERT, 2008; 

FUMAGALI, 2008), apresentando baixo peso molecular, derivando das vias do chiquimato e 

mevalonato (DIXON, 2001; WINK, 2011).  Como também, classificam-se segundo sua origem 

biossintética mostrando diferentes atividades biológicas e são utilizados como produtos 

farmacêuticos, agroquímicos, aromatizantes, fragrâncias, corantes e biopesticidas (MURTHY et al., 

2014; FRANÇA, 2017; NARAYANI e SRIVASTAVA, 2017). Diante disso, os estudos do 

metabolismo secundário de plantas têm atraído um crescente interesse para o desenvolvimento de 
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técnicas fitoquímicas para separação, purificação e identificação de tais moléculas (SASIDHARAN 

et al., 2011; NARAYANI e SRIVASTAVA, 2017; JAMSHIDI-KIA et al., 2018).       

 

  

 

                                    

 

                                              

 

 

                    

 

 

                         

 

 

 

 

 

Legenda: alcaloides (1 e 2), aminoácidos não proteicos (3), aminas (4), glicosídeos cianogênicos (5), 

glucosinolatos (6), monoterpenos (7), sesquiterpenos (8), diterpenos (9), triterpenos (10), flavonoides 

(11), poliacetilenos (12), policetídeos (13) (Wink, 2003). 

Figura 1: Alguns exemplos de metabólitos secundários 



19 

 

 

2.2 Atividades biológicas dos metabólitos secundários 

2.3 Substâncias antioxidantes 

Espécies reativas de oxigênio (ERO) são substâncias instáveis, formadas a partir do 

metabolismo aeróbico, resultando superóxidos, peróxidos de hidrogênio e radicais hidroxila (SILVA 

e GONÇALVES, 2010; SCHIEBER & CHANDEL, 2014). 

 A reatividade dessas espécies é conferida devido ao número ímpar de elétrons, que para 

atingir a estabilidade, oxidam moléculas susceptíveis (SÁNCHEZ-MORENO, 2002). Estas espécies 

reativas exercem uma função significativa no organismo, no entanto, o excesso é tido como o 

principal motivo do estresse oxidativo, resultando em inúmeros efeitos adversos, como a oxidação de 

proteínas e lipídios, tal qual danos ao DNA. As células exibem um sistema de defesa antioxidante 

para conservar a estabilização entre a produção e a eliminação destas espécies reativas, apesar disso, 

a instabilidade normalmente acontece levando ao excesso de espécies reativas (MENG et al., 2017).  

A produção desequilibrada acarreta danos oxidativos em macromoléculas promovendo 

mutações que podem ser relacionadas a patologias neurodegenerativas e ao câncer. A oxidação de 

lipoproteínas é a responsável por doenças no coração e aterosclerose, e o estresse oxidativo é o maior 

responsável pela isquemia cerebral (AMES et al., 1995; EINBOND et al., 2004; BANERJEE et al., 

2005; ROESLER et al., 2007; VALKO et al., 2007; PASCUAL TERESA e SANCHEZ - 

BALLESTA, 2008), e o uso de antioxidantes exógenos é recomendado para reduzir o excesso de 

ERO (ABOUL-ENEIN et al., 2013).  

Os estudos químicos para classificação da atividade antioxidante têm como objetivo analisar 

a eficácia dos extratos ou substâncias em reagirem com espécies reativas do oxigênio (ERO), e 

equiparar com a atividade de um antioxidante padrão. Para quantificar a concentração de substâncias 

com potencial antioxidante, muitos ensaios são realizados e utilizados como parâmetro para início de 

estudo e fracionamento de extratos vegetais (GANGOPADHYAY et al., 2016; KANESHIMA et at., 

2016; SEONG et al., 2016).  

Um dos métodos aplicado é a captura do radical DPPH• (figura 2), que é solvatado em 

solvente orgânico e medido o comprimento de onda a 517 nm, porém quando capturado, sua 

absorbância diminui e sua coloração também, desse modo, indica a concentração de agentes 

antioxidantes presente no substrato em relação ao ácido ascórbico (BRAND-WILLIAMS et al., 

1995).  
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Figura 2: Radical DPPH• reduzido pelo antioxidante AH. 

 

 

 

 

Outra prática utilizada regularmente é o método de redução do Fe3+ a Fe2+, em que as 

substâncias farão com que o ferro complexado com algum grupo ligante (figura 3), mude a coloração 

no instante que é reduzido. Vários métodos com diversos ligantes são aplicados, conforme a 

literatura, porém nesse estudo foi aplicada a fenantrolina como grupo complexante, seguindo a 

metodologia de Novais 2007. 

 
Figura 3: Fe3+ complexado com 3 moléculas de 1,10-fenantrolina 

  

 
 

 

 

2.4 Toxicidade frente à Artemia salina 

 

Artemia salina é um micro crustáceo que vive em regiões de água salgada cuja taxonomia 

pertence ao filo Arthropoda, possui aplicabilidade na aquicultura, podendo ser usada para alimentar 

peixes, crustáceos, também pássaros e outros seres vivos (MILHEM et al., 2008; PEREZ e LAZO, 

2010; LIBRALATO et al., 2016).    

O ensaio envolvendo Artemia salina é um bioensaio preliminar sobre a atividade dos extratos 

de produtos naturais. Sendo apontado como um substituto por ser mais barato e simples, para o 
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ensaio de citotoxicidade com células (MEYER et al., 1982). O ensaio de toxicidade é determinado 

pela concentração letal de 50% (CL50) dos extratos de plantas em solução salina, é considerado um 

dos ensaios mais aplicados para avaliar preliminarmente a toxicidade (KANWAR, 2007; 

AMARANTE et al., 2011).   

Ensaios realizados com A. salina esclarecem que a toxicidade obtida exibe ligação com a 

atividade citotóxica contra tumores humanos, e também uma equiparação com testes de toxicidade 

oral em camundongos (McLAUGHLIN et al., 1991; PARRA et al., 2001). Extratos vegetais que 

exibem toxicidade contra A. salina apresentam potencial para diferentes atividades biológicas. Além 

de ser uma investigação preliminar de toxicidade geral e pode ser utilizada como premissa para 

atividade pesticida (LUNA et al., 2005; LIBRALATO et al., 2016).   

A utilização deste teste é apoiada pelos benefícios que possibilitam: facilidade de manuseio, 

um rápido e simples acompanhamento da resposta biológica, onde se observa apenas um parâmetro: 

morte ou vida. Outros aspectos que contribuem para seu uso são: custo, disponibilidade e mínima 

quantidade de amostra, é uma técnica segura, econômica e prática para verificar a bioatividade de 

extratos e substâncias naturais (CAVALCANTE et al., 2000; PARRA et al., 2001; LUNA et al., 

2005; KANWAR, 2007; SILVA et al., 2007; LIBRALATO et al., 2016).  

 

2.5 Atividade antimicrobiana  

 

A investigação de novos agentes antimicrobianos está se tornando um campo de estudo muito 

desenvolvido e importante, pelo fato do surgimento de patógenos cada vez mais resistentes aos 

antibióticos na atualidade. Esta resistência aos antibióticos é mundial comprometendo a capacidade 

de tratar doenças infecciosas comuns. O crescente número de infecções como pneumonia, 

tuberculose, septicemia, gonorreia ou doenças transmitidas por alimentos, estão se tornando cada vez 

mais difíceis e às vezes impossíveis de tratá-las, já que os antibióticos perdem sua eficácia (OMS, 

2017).  

 Bactérias patógenas são responsáveis por causar inúmeros malefícios ao ser humano. Esse 

problema é discutido desde antes dos avanços científicos entenderem a fundo esses microorganismos 

na sua forma física e em detalhes. Desse modo, procura-se maneiras de eliminar tais bactérias 

patógenas ao ser humano, fazendo o uso de novas drogas que possam extingui-las do corpo, 

buscando prevenir as novas gerações, de bactérias que venham a se tornar multirresistentes às drogas 

comercialmente conhecidas (PEIRANO et al., 2006).  

É estimado que se a resistência aos remédios permanecer crescendo, 10 milhões de mortes 

são previstas no mundo até 2050 (LUEPKE et al., 2017). Os metabólitos secundários apresentam 
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uma abundância estrutural nas plantas que os tornam uma fonte promissora de novos agentes 

antimicrobianos (SILVA et al., 2007; COUTINHO et al., 2008; SILVA et al., 2008; PEREIRA et al., 

2019). 

Muitos estudos com produtos naturais buscam nas plantas substâncias que apresentem 

atividades para eliminar esses patógenos. As investigações dos extratos ativos contra esses 

microrganismos podem ser realizadas utilizando-se a metodologia in vitro. Assim sendo, a 

microdiluição é aplicada em meio líquido ou sólido para multiplicação do patógeno simultaneamente 

com uma concentração do extrato. Testam-se concentrações variadas até encontrar a concentração 

inibitória mínima, menor concentração que será capaz de inibir o crescimento bacteriano (SOUZA et 

al., 2003). 

As bactérias Gram-negativas estão diretamente relacionadas a diversas patologias 

infectocontagiosas que acometem humanos e animais sendo de extrema importância, que não só 

causam problemas gastrointestinal, como também estão envolvidas com outras doenças nocivas, 

como infecções do trato respiratório, rinite, otite, patologias da córnea e septicemia, quer como 

agentes patogênicos ou como oportunistas (LINZITTO e TUNES, 2019), enquanto que,  as bactérias 

Gram-positivas, são patógenos isolados com maior frequência em amostras biológicas humanas. As 

infecções causadas por este grupo bacteriano, tem maior incidência em infecções do trato urinário, 

osteomielite e endocardite, podem ocorrer a partir de multiplicação local ou sistêmica, sendo que 

alguns microorganismos apresentam multiplicação em sítio localizado, exercendo ações patogênicas 

por produção de exotoxinas e enzimas, o principal gênero pertencente a esta família, 

o Staphylococcus, é constituído por 33 espécies, segundo a capacidade de produção da enzima 

coagulase, sendo o agente de grande importância o S. aureus (KONEMAN et al., 1997).   

2.6 Família Rubiaceae 

A família Rubiaceae ocupa a quarta posição na diversidade de espécies entre as 

angiospermas, tem aproximadamente 609 gêneros, 13.673 espécies, 65 tribos e três subfamílias 

(BREMER e ERIKSSON, 2009; RYDIN et al., 2009; KAINULAINEN et al., 2013; MOULY et al., 

2014; RYDIN et al., 2017). Apresenta distribuição cosmopolita e as espécies podem ser encontradas 

em todas as regiões do País, mas a maior parte é detectada em áreas tropicais ou subtropicais 

(SOUZA e LORENZI, 2012). No Brasil são encontradas 1.439 espécies, distribuídas em 

aproximadamente 129 gêneros, na floresta amazônica é considerada a segunda maior família em 

números de espécies (CARDOSO et al., 2017). 

As espécies de Rubiaceae apresentam-se como arbustos, subarbustos e árvores. Tem 

peculiaridades e características distintas como folhas simples, opostas, raramente verticiladas, nem 
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sempre com estípulas interpeciolares e raramente espinhos ou foliosas. As inflorescências são 

normalmente cimosas, reduzidas ou uma única flor. Frequentemente suas flores são vistosas, 

bissexuais, actinomórficas e diclamídea. Identifica-se o fruto como uma cápsula, esquizocarpo, drupa 

ou baga (HUTCHINSON 1973; SCHUMANN 1891; SOUZA e LORENZI, 2012).  

Nas últimas décadas a classificação botânica da família Rubiaceae sofreu várias alterações, 

pois faz parte de um grupo monofilético, em função da influência de trabalhos que citaram 

evidências moleculares. A Rubiaceae está dividida atualmente em três subfamílias, Cinchonoideae, 

Ixoroideae e Rubioideae (BREMER e ERIKSSON, 2009; RYDIN et al., 2009; KAINULAINEN et 

al., 2013; MOULY et al., 2014; MARTINS & NUNEZ, 2015; RYDIN et al., 2017). Bremer e 

Eriksson 2009, embasados nos estudos filogenéticos sugeriram 44 tribos, contudo trabalhos seguintes 

caracterizaram um total de 65 novas tribos (RYDIN et al., 2009; KAINULAINEN et al., 2013; 

MOULY et al., 2014; RYDIN et al., 2017). 

A família Rubiaceae é produtora de uma variedade de metabolismo secundário, dentre os 

quais destacam-se: iridoides, alcaloides indólicos, antraquinonas, terpenoides (diterpenos e 

triterpenos), flavonoides e substâncias fenólicos (MARTINS & NUNEZ, 2015). São ilustradas na 

figura 4 algumas classes químicas encontradas na família Rubiaceae. 
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Figura 4: Algumas substâncias isoladas da família Rubiaceae 
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2.7 Palicourea nitidella (Müll.Arg.) Standl 

O gênero Palicourea Aubl., faz parte da família Rubiaceae e, contém aproximadamente 340 

espécies de arbustos, sua ocorrência abrange desde o sul do México, América Central e América do 

Sul. No Brasil até o presente estudo tem um quantitativo de 171 espécies, destas 47 são endêmicas, 

podendo ser encontradas em todas as regiões do País (FLORA DO BRASIL, 2020).  

Na literatura estudos relatam que algumas espécies do gênero Palicourea, dentre as quais 

citam-se: Palicourea marcgravii A.St.-Hil.; P. longiflora DC.; P. barraensis (Müll.Arg.) Standl. e P. 

hoffmannseggiana (Schult.) Borhidi, possuem propriedades tóxicas frente a animais, devido à 

presença de uma substância conhecida como monofluoroacetato (NOGUEIRA VA, et al., 2011). 

Além disso, das folhas de P. adusta Standl, foram isolados três alcaloides glucoindol 

monoterpenóides (VALVERDE et al., 1999); das folhas de P. crocea (Sw.) Roem. & Schult. foram 

isolados dois novos alcaloides indólicos monoterpênicos, identificados como croceaínas A e B 

(DÜSMAN et al., 2004); foram isolados das folhas e raízes de P. coriacea (Cham.) K. Schum. dois 

novos alcaloides β-carbolina e ácido epi-estritosidínico; como também, cetona estritosidínica e 

alcaloides conhecidos como, calicantina, ácido estritosidínico e ácido ursólico triterpênico 

(NASCIMENTO et al., 2006); da P. crocea (Sw.) Schult. foram isolados um alcaloide indólico 

monoterpenóide, croceaína A e psicolatina (NARINE & MAXWELL, 2009); das folhas de P. 

acuminata (Benth.) Borhidi, foi isolado um alcaloide indólico monoterpênico do extrato metanólico 

(BERGER et al., 2012); da P. rigida Kunth, foi isolado um alcaloide indólico monoterpênico com 

atividades anticancerígenas, identificado como vallesiachotamina (SOARES et al., 2012).  São 

mostradas na figura 5 algumas moléculas isoladas do gênero Palicourea. 
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Figura 5: Algumas substâncias isoladas do gênero Palicourea 
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Palicourea nitidella é uma das diversas espécies da Amazônia que apresenta escassez de 

estudo químico e resultados sobre a avaliação biológica dos seus constituintes citados na literatura. 

Entre os estudos feitos com outras espécies do gênero Palicourea, algumas apresentaram indicação 

para o tratamento da obesidade, rins e como calmante, além disso, para hipertensão, inflamação, 

infecção do trato urinário, órgão reprodutor feminino e hepatite (KATO L, et al., 2006; FREITAS 

PCM, et al., 2011). Diante disso, o presente estudo pretende explorar e complementar informações 

acerca da composição química de P. nitidella, visando principalmente o interesse biotecnológico 

voltado para obtenção de substâncias de interesse clínico. Além de somar com o conhecimento 

fitoquímico de espécies que ocorrem na Amazônia.  
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Realizar o estudo químico e biológico da espécie Palicourea nitidella. 

3.2 Objetivos específicos 

• Realizar o estudo químico dos extratos de P. nitidella.  

• Isolar as substâncias presentes nos extratos das folhas e ramos de P. nitidella.  

• Identificar ou elucidar as substâncias isoladas, por meio de métodos espectroscópicos (RMN de 

1H e de 13C, mono e bidimensionais) e espectrométricos (espectrometria de massas). 

• Avaliar as atividades antioxidante, antibacteriana e toxicidade frente à A. salina dos extratos e 

das substâncias isoladas da Palicourea nitidella. 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Equipamentos e materiais utilizados  

Espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear (RMN): Fabricante Bruker BioSpin AG, 

Modelo Fourier 300 UltraShield, com frequência de 300 MHz (1H) e 75 MHz (13C). Sonda 

EASYPROBE DUL 300MHz S1 5mm Z-GRADIENT. 

Espectrômetro de massas: Fabricante Bruker Daltonics, Modelo Amazon Speed, analisador de 

massas: Ion Trap, Fonte: ESI em modo positivo e negativo. 

Cromatógrafo líquido (hifenado ao Espectrômetro de Massas – UPLC/MS): Modelo 

Prominence UFLC (Shimadzu), equipado com bomba binária LC-20AT, detector de arranjo de 

diodos (DAD) SPDM-20A e injetor automático SIL-20A. 

Espectrofotômetro para leitura de placas de 96 poços: Thermo Scientific, Multiskan GO. 

Espectrofotômetro: Femto, modelo Cirrus 80ST. 

Banho de ultrassom: UNIQUE, modelo USC-2800, Frequência US: 40 MHz. 

Balança analítica: Shimadzu, modelo: AUY220. 

Rota evaporador: Fisatom®, modelo 550. 

Estufa com circulação e renovação de ar: Tecnal, Modelo TE-394-2. 

Solventes:  Foram usados os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e acetona 

grau comercial, sendo estes destilados no laboratório de Bioprospecção e Biotecnologia do Instituto 

Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA). 

Cromatoplacas de sílica gel 60: MACHEREY-NAGEL-MN®. Com indicador de fluorescência 254 

nm, espessura de 0,20 mm em folhas de alumínio. 

Sílica para fase estacionária: Sílica gel 60, 230-400 Mesh (MERCK®) 
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Sephadex para fase estacionária: Sigma-Aldrich, Sephadex LH-20. 

Florisil para fase estacionária: Sigma-Aldrich, Florisil® 100-200 Mesh. 

ChemBioDraw 14.0: Usado para desenhar as estruturas. 

 

4.2 Coleta do material vegetal 

A coleta do material vegetal de Palicourea nitidella foi realizada em maio de 2020, no ramal 

da cachoeira do leão localizado no Km 35 da Estrada AM-010, Manaus-Itacoatiara/AM, (87ºL; 

2°49'41"S 59°58'10"W). A exsicata foi depositada no Herbário do Instituto Nacional de Pesquisas da 

Amazônia – INPA sob o número 289.109. O estudo conta com o registro no SISGEN número: 

ADA0FB9. Imagens de P. nitidella (figura 6). 

 

Figura 6: Imagens da espécie Palicourea nitidella: (A) aspecto geral da árvore, (B) exsicata com flores, (C) ramos com 

folhas e inflorescências e (D) ramos com fruto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 Preparo dos extratos vegetais 

 

As partes da planta foram separadas em folhas e ramos e levadas à estufa em temperatura 

média de 50 oC para secar. As folhas ficaram na estufa por 72 horas, enquanto, os ramos 

permaneceram por 5 dias. Após o processo de secagem as folhas e ramos foram moídos em moinho 

de facas e de martelo respectivamente.  

A extração dos metabólitos foi realizada com solventes em ordem de polaridade crescente, 

hexano, metanol e água (figura 7), utilizando a proporção de 1 g de material vegetal para 3 mL de 

solvente. Foram realizadas três extrações em banho ultrassom por 20 min. Posteriormente os extratos 

orgânicos obtidos foram filtrados e concentrados em evaporador rotativo com pressão reduzida em 

temperatura ≤ 50 ºC para os extratos hexano e metanol, e liofilizador para o extrato aquoso. Para 

determinar os rendimentos dos extratos (%) foi realizado o seguinte cálculo: o peso final do extrato 

seco, dividido pelo peso total do material seco e moído e multiplicado por 100. Conforme a fórmula. 

C D 

A B C D 
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Figura 7: Fluxograma do preparo dos extratos vegetais de P. nitidella  
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4.4 Extratos metanólicos  

 

Os extratos metanólicos foram submetidos às partições líquido-líquido (figura 8), onde 

utilizou-se como referência: 1 grama de extrato solubilizado em 50 mL de uma solução de 

MeOH/H2O foram (1:1 v/v).  

 

Figura 8: Fluxograma da partição líquido-líquido 

 

 

 

O extrato solubilizado foi transferido para funil de separação com capacidade para 2000 mL, 

posteriormente foi realizada a extração com solventes orgânicos: diclorometano (DCM) e acetato de 

etila (AcOEt) na proporção de 1:1 v/v. as extrações foram repetidas três vezes para cada solvente.  

Posteriormente os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo e levados a 

capela de exaustão para a retirada de solventes remanescentes.   
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4.5 Análise dos extratos hexânicos e metanólicos por cromatografia em camada delgada 

comparativa   

Os extratos das folhas e ramos de Palicourea nitidella foram avaliados por cromatografia em 

camada delgada comparativa (CCDC) para detectar as classes dos constituintes químicos existentes 

em cada extrato. As amostras foram solubilizadas e aplicadas em cromatoplacas de sílica gel. A 

eluição aconteceu dentro de cuba cromatográfica com a fase móvel definida de acordo com as 

características das amostras.  

Em seguida, as cromatofolhas foram reveladas em reveladores físicos: luz ultravioleta UV λ 

254 e UV λ 365 nm, e em reveladores químicos: anisaldeído sulfúrico um revelador universal, 

sulfato cérico para detectar terpenos, reagente de Dragendorff para confirmação de alcaloides, 

cloreto férrico para detecção de substâncias fenólicas e NP/PEG para detectar flavonoides, 

(COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006). 

 

4.5.1 Isolamento dos constituintes químicos das folhas e ramos de Palicourea nitidella  

Os extratos selecionados para os fracionamentos foram os hexânicos das folhas e ramos, 

assim como o metanólico. As frações coletadas e analisadas por CCDC, foram submetidas a 

diferentes sistemas de eluição e reunidas por apresentarem perfis químicos semelhantes, após 

análises com reveladores físicos e químicos.  

Para purificação das substâncias foi utilizada a técnica de cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE). 

 

4.5.2 Análise dos extratos hexânicos e metanólicos por ressonância magnética nuclear de 

hidrogênio 

Os experimentos de RMN de 1H, 13C uni e bidimensionais foram realizados em 

espectrômetro Bruker Fourier 300, operando em 300 MHz para o núcleo de 1H e em 75 MHz para o 

núcleo de 13C. Usando 20 mg de cada extrato bruto e 500 µL de clorofórmio deuterado (CDCl3) para 

os hexânicos e dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d6) para os metanólicos. Como padrão interno foi 

utilizado tetrametilsilano (TMS).  As análises foram realizadas na Central Analítica do Laboratório 

Temático de Química de Produtos Naturais (CA-LTQPN) do INPA. 
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4.5.3 Fracionamento do extrato hexânico das folhas de Palicourea nitidella 

Visando o isolamento das substâncias, o extrato hexânico das folhas (476,4 mg) de P. 

nitidella da coleta PnFo-EH foi submetido a um fracionamento em cromatografia em coluna aberta 

(CCA) (h x Ø= 30 x 3cm) utilizando Sephadex LH-20 (47,6 g) como fase estacionária, e eluída com 

metanol, utilizando-se um volume de 100 mL (Tabela 1). 

Tabela 1: Dados do fracionamento PnFo-EH do extrato hexânico das folhas  

Cromatografia em coluna aberta 

Massa da amostra: 476, 4 mg                        h x Ø: 30 x 3 cm 

 

Massa da sephadex: 47,6 g                 volume de eluente utilizado: 100 mL 

Sistema de eluição Frações coletadas 

MeOH 100% 1-13 

 

Após analisar as 13 frações em CCDC, as que apresentaram perfis químicos semelhantes 

foram reunidas 2-7 (247,4 mg) para continuar o fracionamento por apresentarem características da 

presença de terpenos ao serem analisadas por CCDC e RMN de 1H.   

 

4.5.4 Fracionamento da fração 2-7 

A fração 2-7 (247,4 mg) foi submetida à cromatografia em coluna aberta de sílica gel 60 

(230-400 mesh), eluída com DCM, AcOEt e MeOH em diferentes gradientes, gerando 54 frações 

(Tabela 2).  

 

Tabela 2: Dados do fracionamento 2-7 PnFo-EH do extrato hexânico das folhas  

Cromatografia em coluna aberta 

Massa da amostra: 247,4 mg                              h x Ø: 30 x 1,4 cm 

 

Massa da sílica gel: 24,7 g                          volume de eluente utilizado: 100 mL 

Sistema de eluição Frações coletadas 

DCM 100% 1-9 

DCM/AcOEt 95:5 10-15 

DCM/AcOEt 9:1 16-22 

DCM/AcOEt 85:15 23-27 

DCM/AcOEt 8:2 28-32 

DCM/AcOEt 7:3 33-37 

DCM/AcOEt 1:1 38-42 

AcOEt 100 % 43-47 

AcOEt/MeOH 1:1 48-54 
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Ao analisar as 54 frações em CCDC, as frações 1-15 apresentaram perfis químicos 

semelhantes e foram reunidas para dá continuidade ao fracionamento por apresentarem 

características da presença de terpenos.  

Foram reunidas as frações 3-4 (12 mg), 5-7 (14,9 mg), 8-12 (42,8 mg), 14-15 (13 mg), e a 

fração 13 (14,4 mg), analisadas em CCDC, eluídas em Hex/AcOEt 8:2, reveladas em sulfato cérico, 

estas foram comparadas com os padrões de β-sitosterol e lupeol, sendo detectado as semelhanças 

químicas nas frações 14-15 (13 mg). 

As frações 14-15 (13 mg) foram reunidas e fracionadas em cromatografia em coluna aberta 

de sílica gel 60 (230-400 mesh), sendo eluídas com misturas de solventes DCM, AcOEt e MeOH em 

diferentes gradientes, gerando 12 frações (Tabela 3). 

 

Tabela 3: Dados do fracionamento 14-15 PnFo-EH do extrato hexânico das folhas  

Cromatografia em coluna aberta 

Massa da amostra: 13,0 mg                              h x Ø: 10 x 0,7 cm 

 

Massa da sílica gel: 1,3 g                   volume de eluente utilizado: 20 mL 

Sistema de eluição Frações coletadas 

DCM 100% 1-2 

 DCM/AcOEt 95:5 3-6 

DCM/AcOEt 1:1 7-9 

MeOH 100 % 10-12 

 

As frações obtidas foram analisadas por CCDC, as cromatoplacas eluídas em Hex/AcOEt 8:2, 

reveladas em anisaldeído sulfúrico e sulfato cérico. As frações 2, 3 e 4 (8,1 mg) apresentaram-se 

semelhantes, foram reunidas e fracionadas em cromatografia em coluna aberta de sílica gel 60 (230-

400 mesh), eluída com misturas de solventes DCM, AcOEt e MeOH em diferentes gradientes 

(Tabela 4).  

 

Tabela 4: Dados do fracionamento 2-4 PnFo-EH do extrato hexânico das folhas  

Cromatografia em coluna aberta 

Massa da amostra: 8,1 mg                              h x Ø: 10 x 0,7 cm 

 

Massa da sílica gel: 0,81 g          volume de eluente utilizado: 20 mL 

Sistema de eluição Frações coletadas 

 DCM/AcOEt 9:1 1-2 

DCM 100 % 3-5 

MeOH 100 % 6-7 
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Das 7 frações coletadas a fração 2 (3,8 mg) foi enviada à análise por RMN de 1H, 

denominada de substâncias 1 e 2 (S-1 e S-2). 
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Figura 9: Fluxograma do fracionamento do extrato hexânico das folhas de P. nitidella 
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4.5.5 Fracionamento do extrato hexânico dos ramos de P. nitidella 

O extrato hexânicos dos ramos (643,1 mg) de P. nitidella da coleta PnRam-EH, foi submetido 

ao fracionamento por cromatografia em coluna aberta (CCA) (h x Ø= 30 x 3cm) utilizando sílica gel 

60 (230-400 mesh) como fase estacionária, e fase móvel Hex, AcOEt e MeOH, utilizando-se volume 

de 100 mL (Tabela 5).  

 

Tabela 5: Dados do fracionamento PnRam-EH do extrato hexânico dos ramos  

Cromatografia em coluna aberta 

Massa da amostra: 643,1 mg                               h x Ø: 30 x 3 cm 

 

Massa de sílica gel: 64,31 g              volume de eluente utilizado: 100 mL 

Sistema de eluição Frações coletadas 

Hex/AcOEt 95:5 0-4 

Hex/AcOEt 9:1 5-9 

Hex/AcOEt 85:15 10-12 

Hex/AcOEt 8:2 13-17 

Hex/AcOEt 7:3 18-20 

Hex/AcOEt 1:1 21-24 

AcOEt 100 % 25-32 

MeOH 100% 33-38 

 

As frações obtidas foram analisadas por CCDC, eluídas em Hex/AcOEt 1:1, reveladas em 

UV λ 254 nm, anisaldeído sulfúrico e sulfato cérico, as que apresentaram perfis químicos 

semelhantes foram reunidas 28-30 (128,8 mg) para continuar o fracionamento por apresentarem 

características da presença de substâncias terpênicas.  

 

4.5.6 Fracionamento da fração 28-30 

A fração 28-30 (128,8 mg) foi submetida à cromatografia em coluna aberta de florisil (100-

200 Mesh), eluída com DCM e acetona em diferentes gradientes (Tabela 6), gerando 86 frações.  
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Tabela 6: Dados do fracionamento 28-30 PnRam-EH do extrato hexânico dos ramos  

Cromatografia em coluna aberta 

Massa da amostra: 128,8 mg                               h x Ø: 26 x 1 cm 

 

Massa de florisil: 10,30 g                    volume de eluente utilizado: 40 mL 

Sistema de eluição Frações coletadas 

DCM 100 % 0-16 

DCM/acetona 95:5 17-32 

DCM/acetona 9:1 33-41 

DCM/acetona 85:15 42-49 

DCM/acetona 8:2 50-56 

DCM/acetona 7:3 57-65 

DCM/acetona 1:1 66-74 

Acetona 100% 75-86 
 

Ao analisar as 86 frações (Tabela 6) em CCDC, foi observado que as frações 32-38 (7,5 mg), 

eluídas em DCM/AcOEt 9:1, reveladas em anisaldeído sulfúrico e sulfato cérico, apresentaram 

indícios de substâncias terpênicas, foram reunidas e fracionadas em cromatografia em coluna aberta 

de florisil, eluída com misturas de solventes DCM e AcOEt em diferentes gradientes (Tabela 7), 

resultando em 8 frações.  

 

Tabela 7: Dados do fracionamento 32-38 PnRam-EH do extrato hexânico dos ramos  

Cromatografia em coluna aberta 

Massa da amostra: 7,5 mg                                      h x Ø: 10 x 0,7 cm 

 

Massa de florisil: 0,60 g                         volume de eluente utilizado: 20 mL 

 

Sistema de eluição Frações coletadas 

DCM 100 % 1-2 

DCM/AcOEt 9:1 3-5 

DCM/AcOEt 8:2 6-7 

AcOEt 100% 8 

 

Após análise em CCDC, a fração 3 (1,2 mg), eluída em DCM/AcOEt 9:1, revelada em 

anisaldeído sulfúrico apresentou indícios de iridoide, sendo enviada à análise por RMN de 1H, por 

apresentar pouca massa não foi possível prosseguir com as análises.  
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4.5.7 Fracionamento da fase DCM do extrato metanólico dos ramos 

Visando o isolamento das substâncias, a fase DCM do extrato metanólico dos ramos (354,2 

mg), foi submetida ao fracionamento em cromatografia em coluna aberta (CCA) (h x Ø= 37 x 1,7 

cm) utilizando sílica gel 60 (28,33 g, 230-400 mesh) como fase estacionária, e eluída com DCM, 

AcOEt e MeOH, utilizando-se um volume de 100 mL (Tabela 8).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Fluxograma do fracionamento do extrato hexânico dos ramos de P.  nitidella 
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Tabela 8: Dados do fracionamento da fase DCM do extrato metanólico dos ramos 

 

 

 

 

 

 

Como resultado do fracionamento citado na tabela 8, as frações 12-13 (19,20 mg) foram 

reunidas por apresentaram perfis químicos semelhantes e características da presença de cumarina 

quando analisadas por CCDC e RMN de 1H. 

A fração 12-13 (19,20 mg) foi purificada por cromatografia líquidas de alta eficiência 

(CLAE), a mesma foi solubilizada em metanol e injetada em coluna semi preparativa de sílica C18, 

com volume de injeção de 50 µL, sendo realizada 4 injeções, por método isocrático 80% de metanol. 

A purificação foi realizada nos comprimentos de onda 254 e 280 nm.  

 
Figura 11: Fluxograma do fracionamento da fase DCM do extrato metanólico dos ramos de P. nitidella 

 

4.6 Ensaio de toxicidade frente ao microcrustáceo A. salina 

Este ensaio foi realizado no LABB pelo autor deste trabalho, segundo a metodologia de 

(MEYER et al., 1982), para o ensaio foi utilizado como meio de crescimento uma solução salina (sal 

marinho) 3,8%, e 10 mg de cistos de Artemia salina, foram adicionados para eclosão. As condições 

utilizadas para o crescimento foram: temperatura entre 27 a 30 ºC e iluminação com lâmpadas 

Cromatografia em coluna aberta 

Massa da amostra: 354,2 mg                               h x Ø: 37 x 1,7 cm 

 

Massa de sílica gel: 28,33 g                  volume de eluente utilizado: 100 mL 

Sistema de eluição Frações coletadas 

DCM 100 % 1-5 

DCM/AcOEt 95:5 6-10 

DCM/AcOEt 9:1 11-14 

DCM/AcOEt 85:15 15-18 

DCM/AcOEt 8:2 19-22 

DCM/AcOEt 7:3 23-26 

DCM/AcOEt 1:1 27-30 

AcOEt  100% 31-34 

AcOEt/MeOH 1:1 35-38 

MeOH 100% 39-42 
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fluorescente durante 48 horas. Após esse período de eclosão, as larvas foram transferidas para 

microplacas de 24 poços, distribuindo-se 10 larvas de A. salina para cada poço.   

Em cada placa, havia o controle da solução salina, do solvente utilizado e dos extratos em 

teste que foram adicionados aos poços, todos em triplicata. As placas com as larvas de A. salina 

foram mantidas por 24 horas sob iluminação de lâmpada fluorescente. 

Após esse período, foi quantificado o número de larvas sobreviventes, tanto nos poços de 

controles quanto no teste. A análise foi realizada inicialmente na concentração de [1000 e 500 

μg/mL] e quando o extrato apresenta toxidade acima de 50%, realizam-se diluições seriadas até 

encontrar a Concentração Letal de 50% (CL50). 

 

 

4.7 Atividade antioxidante 

4.7.1 Ensaio com o radical livre DPPH• (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) 

Este ensaio foi realizado no LABB pela Dra. Maria Teresa Fachin-Espinar, os testes 

antioxidantes foram realizados conforme (NOVAES & NUNEZ, 2008), o teste foi feito em 

triplicatas. A solução foi preparada solubilizando 28 mg do DPPH• em 1 mL de DCM e avolumando 

com MeOH até 100 mL. O ácido ascórbico aplicado como parâmetro antioxidante, foi diluído em 

água deionizada nas seguintes concentrações: 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•, adicionaram-se 990 μL da solução de DPPH• em seis 

microtubos e completaram-se com 10 μL da solução de ácido ascórbico. Decorridos 30 min., 

realizou-se a leitura da absorbância em espectrofotômetro no comprimento de 517 nm.  

Após a verificação da curva de calibração e sua linearidade, foram adicionados 10 μL do 

extrato em teste na concentração de 500 μg/mL em 990 μL da solução de DPPH•. Foi feita a leitura 

da absorbância em 517 nm no espectrofotômetro, e após 30 minutos de reação foi realizada 

novamente a leitura. A variação da absorbância dos extratos foi comparada a do ácido ascórbico para 

a avaliação quantitativa do potencial antioxidante.  

 

4.8 Atividade antimicrobiana pelo método de microdiluição 

Este ensaio foi realizado no LABB pela Dra. Maria Teresa Fachin-Espinar, e com auxílio do 

autor deste trabalho. Os extratos brutos hexânicos e metanólicos de P. nitidella, foram avaliados por 

meio do método de microdiluição em caldo, com metodologia adaptada das normas da CLSI (2012). 

Para os ensaios foram utilizados os microrganismos: Aeromonas hydrophila (IOC/FDA 110-36), 

Citrobacter freundii (ATCC 8090), Edwardsiella tarda (ATCC 15947), Escherichia coli (ATCC 



43 

 

11775), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145), 

Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Serratia 

marcescens (ATCC 13880), Staphylococcus aureus (ATCC 12600). As cepas foram cedidas pelo 

Laboratório de Micro-organismos de Referência do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em 

Saúde, da Fundação Oswaldo Cruz. 

De acordo com a metodologia descrita por CLSI, 2012, foram realizadas leituras em 

espectrofotômetro do crescimento microbiano e a atividade antibacteriana foi avaliada pelo método 

de microdiluição em placas de 96 poços, com absorbância de 0,08 em 625 nm, correspondente a 

escala 0,5 de McFarland, sendo diluídos 20 vezes e o volume final de bactéria em cada poço foi de 

aproximadamente 5 x 104 UFC/mL. 

Os extratos foram solubilizados em DMSO a 5%, em seguida efetuam-se sucessivas 

diluições. Em cada poço foram colocados 10 L do inóculo e 90 L dos extratos brutos. A mesma 

metodologia será usada quando houver substâncias isoladas. Sendo usadas para avaliação dos 

extratos brutos as concentrações de 1000 g/mL e as concentrações 125 g/mL, 62,5 g/mL e 31,2 

g/mL para substâncias isoladas. 

Os testes foram feitos em triplicatas. Utilizando-se como controle positivo 90 L do 

antibiótico oxitetraciclina na concentração de 125 g/mL e 10 L de inóculo. Como controle 

negativo utiliza-se 90 L de caldo Müeller Hinton contendo 5% de DMSO e 10 L de inóculo. Uma 

leitura inicial das placas foi feita em espectrofotômetro a 625 nm, em seguida a placa ficou em 

temperatura entre 30 a 37 ºC em Demanda Bioquímica de Oxigênio (BOD). Após 24 horas avaliou-

se mais uma vez cada microplaca por meio da leitura espectrofotométrica em 625 nm. Pelo programa 

estatístico Origin 8 foram verificados os resultados obtidos. 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Do material vegetal coletado se obteve os extratos hexânicos das folhas e ramos, os quais, 

apresentaram massas de 4,15 g e 0,64 g com rendimentos de 1,36% e 0,21% respectivamente. Além 

disso, as massas das folhas e ramos dos extratos metanólicos foram de 18,14 g e 13,63 g com 

rendimentos de 6,04% e 4,54% nessa ordem (tabela 9). No extrato hexânico é possível identificar 

substâncias terpênicas e possivelmente alcaloides, flavonoides e substâncias fenólicas no extrato 

metanólico (COLLINS, BRAGA, BONATO, 1990).  
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Tabela 9: Rendimentos dos extratos hexânicos e metanólicos 

Material   

vegetal 

Massa 

do 

material 

seco (g) 

Massa dos 

extratos  

Hex. (g) 

Rendimentos 

dos extratos 

Hex. (%) 

Massa dos  

extratos  

MeOH (g) 

Rendimentos 

dos extratos 

MeOH (%) 

Ramos 300  0,64  0,21 13,63 4,54 

Folhas  300  4,15  1,36 18,14  6,04 

Legenda: Hex= hexano; MeOH= metanol 

 

5.1 Análises químicas de cromatografia em camada delgada comparativa dos extratos 

hexânicos  

A análise em CCDC dos extratos hexânicos de ramos e folhas (figura 12) mostraram indícios 

da presença de substâncias com ligações duplas quando reveladas com iodo, e as cromatoplacas 

quando reveladas em luz ultravioleta em λ 365 e 254 nm deram indícios da presença ligações duplas 

conjugadas. Os reveladores oxidantes anisaldeído e sulfato cérico indicaram a possível presença de 

substâncias terpênicas e esteroidais, apresentando coloração lilás e rosa. Quando reveladas com 

reagente de Drangendorff não foi observado a presença de moléculas nitrogenadas. Entretanto foi 

indicada a presença de substâncias fenólicas quando reveladas NP/PEG e cloreto férrico, neste 

último apresentando coloração escura de forma pouco intensa. 
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Figura 12: Cromatoplacas dos extratos hexânicos dos ramos e folhas  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: 1= ramos; 2= folhas; DCM= diclorometano; AcOEt= acetato de etila 

 

 

5.2 Análises químicas de cromatografia em camada delgada comparativa dos extratos 

metanólicos 

A análise em CCDC dos extratos metanólicos de ramos e folhas (figura 13) mostrou indícios 

da presença de substâncias com ligações duplas quando reveladas com iodo, ao serem reveladas em 

luz ultravioleta em λ 365 e 254 nm indicaram a presença de substâncias com ligações duplas 

conjugadas. Os reveladores anisaldeído e sulfato cérico indicaram a presença de substâncias 

passíveis de oxidação. Quando reveladas com reagente de Drangendorff não foi observado a 

presença de moléculas nitrogenadas, sendo ausente a coloração alaranjada característica dessa classe 

química. Entretanto foi observado a presença de substâncias fenólicas quando reveladas com 

NP/PEG e cloreto férrico, neste último apresentando coloração escura de forma pouco intensa. 
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Figura 13: Cromatoplacas dos extratos metanólicos dos ramos e folhas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: 1= ramos; 2= folhas; AcOEt= acetato de etila; MeOH= metanol 

 

 

5.3 Análise dos extratos hexânicos por ressonância magnética nuclear de hidrogênio  

 Nas análises de RMN dos extratos de folhas e de ramos (figuras 14 e 15) e nas comparações 

entre eles (figuras 16 a 18) foram observados vários sinais com deslocamentos químicos entre δH 0,6 

e 1,0 característicos de hidrogênios metílicos de substâncias alifáticas, em δH 1,25 o sinal bem 

intenso característico de CH2 de substâncias alifáticas de cadeia linear longa (“graxa”), em δH 4,3 um 

sinal do tipo “duplo dubleto” característico de triglicerídeos. Também se observa sinais referentes a 

ligações duplas isoladas entre δH 5 e 6.  



47 

 

 

Figura 14: Espectro de RMN de 1H do extrato hexânico de folhas, em CDCl3 (300 MHz). 

 

 

Figura 15: Espectro de RMN de 1H do extrato hexânico de ramos, em CDCl3 (300 MHz). 
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Figura 16: Comparação dos espectros de RMN de 1H dos extratos hexânicos: a) de folhas e b) de ramos, ambos em 

CDCl3 (300 MHz). 

 

 

Figura 17: Expansão entre δH 0 e 4,5 da comparação dos espectros de RMN de 1H dos extratos hexânicos: a) de folhas e 

b) de ramos, ambos em CDCl3 (300 MHz). 

 

a) 

a) 

b) 

b) 
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Figura 18: Expansão entre δH 3,5 e 11 da comparação dos espectros de RMN de 1H dos extratos hexânicos: a) de folhas 

e b) de ramos, ambos em CDCl3 (300 MHz). 

 

 

5.4 Análise dos extratos metanólicos por ressonância magnética nuclear de hidrogênio    

No geral as análises de RMN de 1H dos extratos metanólicos de folhas (figura 19) e ramos 

(figura 20) apresentaram deslocamentos químicos semelhantes, conforme pode ser visto nas 

comparações (figuras 21 e 22), como também foi possível observar sinais com deslocamentos 

químicos entre δH 0,6 e 1,0 característicos de hidrogênios metílicos de substâncias alifáticas, em δH 

1,23 o sinal bem intenso característico de CH2 de substâncias alifáticas de cadeia linear longa 

(“graxa”). Já os sinais ente δH 5 e 6 são característicos de ligações duplas isoladas. Nestes espectros 

os vários sinais entre δH 6 e 8, referem-se a hidrogênios de substâncias aromáticas. Em ambos os 

espectros se observa sinais em δH 9,6 que provavelmente são indicativos da presença de aldeídos 

(figuras 19, 20 e 22).  

a) 

b) 
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Figura 19: Espectro de RMN de 1H do extrato metanólico de folhas, em DMSO-d6 (300 MHz). 

 

 

Figura 20: Espectro de RMN de 1H do extrato metanólico de ramos, em DMSO-d6 (300 MHz). 
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Figura 21: Comparação dos espectros de RMN de 1H dos extratos metanólicos: a) de folhas e b) de ramos, ambos em 

DMSO-d6 (300 MHz). 

 

 

Figura 22: Expansão da região entre δH 4 e 10 da comparação dos espectros de RMN de 1H dos extratos metanólicos: a) 

de folhas e b) de ramos, ambos em DMSO-d6 (300 MHz). 

 

 

 

b) 

a) 

b) 

a) 
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5.5 Identificação das substâncias isoladas do extrato hexânico das folhas 

A fração [PnFo-EH] com 3,8 mg foi obtida e se apresentou como um sólido de cor branca em 

forma de cristais, com Rf de 0,37, quando eluída em DCM/AcOEt 9:1 e apresentou cor lilás ao ser 

revelada com anisaldeído sulfúrico. 

Ao analisar o espectro de RMN de 1H da fração observaram-se sinais específicos de uma 

mistura de β-sitosterol e estigmasterol (1 e 2) (figuras 24 a 26). O dubleto em δH 5,35 é referente ao 

H-6 das duas substâncias. E os dois duplos dubletos em δH 5,15 e 5,01 são característicos dos H-22 e 

H-23 da substância estigmasterol. O sinal em δH 3,52 é do tipo multipleto sendo atribuído ao H-3 do 

estigmasterol e β-sitosterol (tabela 10). Bem como, os deslocamentos químicos entre δH 1 e 0,69 que 

são atribuídos aos hidrogênios característicos das metilas da mistura β-sitosterol e estigmasterol 

(figura 25), os quais foram comparados com a literatura (Pedroza et al., 2020). 

 

Figura 23: Estruturas química do β-sitosterol e estigmasterol 

 

 

Para determinar a porcentagem relativa de cada constituinte da mistura foi feita primeiro a 

integração do sinal em δH 5,3 relativo aos 2 “H-6” (do β-sitosterol e do estigmasterol) a qual 

apresentou valor de integral de 1,7244 (arredondado para 1,7) e foi obtida a integral dos sinais em δH 

5,01 e 5,15 referentes aos “H-22” e “H-23” do estigmasterol, os quais apresentaram valor de integral 

de 1,00. Para saber a porcentagem relativa, subtraiu-se o valor do “H-22” do estigmasterol (1,00) do 

valor da integral dos “H-6” de ambas as substâncias (β-sitosterol e do estigmasterol), a integral 1,7. 

Ou seja, a proporção relativa é de 1:0,7 de estigmasterol/β-sitosterol (Pedroza et al., 2020). Essa 

constatação é interessante, pois não é comum o estigmasterol estar em maior concentração quando 

em mistura com o -sitosterol (Nunez, comunicação pessoal).  

 

 

 

 

 

β-sitosterol estigmasterol 
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Figura 24: Espectro de RMN de 1H da mistura do estigmasterol e β-sitosterol em CDCl3 (300 MHz). 

 

   

 

Figura 25: Expansão entre δH 1 e 6 do espectro de RMN de 1H do estigmasterol e β-sitosterol em CDCl3 (300 MHz). 
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Figura 26: Expansão entre δH 4 e 6 do espectro de RMN de 1H do estigmasterol e β-sitosterol em CDCl3 (300 MHz). 

 

 

O -sitosterol e estigmasterol são de grande importância biológica. Destacando suas 

atividades como: antibacteriana, anticancerígena e hipotensiva (BERGES et al., 1995; KANG et al., 

1995; SENGE et al., 1995; OSAWA et al., 1997; AWAD et al., 1998; FAIZI et al., 1998; 

MOHANAN e DEVI, 1998; LOZANO et al., 2020). Além disso, vários estudos indicam que a sua 

atividade analgésica é bem aceita em relação a aspirina e ao paracetamol (SANTOS et al., 1995; 

MEYRE-SILVA et al., 1998; PERES et al., 1998). Na indústria alimentícia, essas duas substâncias 

são empregadas para aumentar a solubilidade de gorduras líquidas em meios aquosos, melhorando 

também a consistência de margarinas (SAFONOVA et al., 1993; JONES et al., 1997).  

  

Tabela 10: Dados de RMN de 1H do estigmasterol e β-sitosterol em CDCl3 (300 MHz) comparação com a literatura 

(JEFFREYS & NUNEZ, 2016). 

 
 

Hidrogênios 

δH β-sitosterol δH estigmasterol δH 

Observado Observado Literatura 

Hidrogênios metílicos H-19 0,69 (s) 0,69 (s) 0,69 (s) 

H-3 3,52 (m) 3,52 (m) 3,54 (m) 

H-6 5,35 (dl) 5,35 (dl) 5,37 (d) 

H-22 5,15 (dd) - 5,16 (dd) 

H-23 5,01 (dd) - 5,01 (dd) 
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5.6 Identificação da substância isolada da fase DCM do extrato metanólico dos ramos 

A fração PnDCMRam-EM (5,9 mg) se mostrou como um sólido amarelo, com Rf de 0,51 

eluída em DCM/AcOEt 9:1 apresentando intensa fluorescência na cor azul característica dessa classe 

química sob a luz ultravioleta λ 365 nm (WAGNER; BLADT; ZGAINSKI; 1984) e ao ser revelada 

em sulfato cérico apresentou coloração lilás escuro antes do aquecimento da cromatofolha. A 

caracterização estrutural baseou-se nos espectros de RMN de 1H, 13C, aliada a dados da literatura 

(COSTA 1999; BAYOUMI et al., 2010) e análises de espectrometria de massas acoplada a 

cromatografia líquida (LC/MS), onde se concluiu tratar-se da substância escopoletina (3) (figura 28). 

Figura 28: Estrutura química da escopoletina 

 

 

 

 

 

Ao analisar o CL-EM foi observado um pico cromatográfico com tempo de retenção de 4,2 

minutos (figura 29), e o espectro de EM correspondente desse pico, em modo negativo apresentou 

m/z de 191,0358 [M-H]- no qual foi confirmado a fórmula molecular C10H8O4 com massa de 

192,0436 u (figuras 30). No espectro de EM/EM da fragmentação do íon em m/z de 191,0358 [M-H]- 

(figura 30) foram observados íons fragmentos em m/z 176,05 e 149,06 que correspondem à perda de 

CH3 radicalar (15 u) e C2H2O (ceteno, 42 u), (COSTA, 1999). 

β-sitosterol Estigmasterol 

Figura 27: Estruturas química das moléculas identificadas de β-sitosterol e estigmasterol 
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Figura 29: Espectro de CL-EM da escopoletina em modo negativo [M-H]- 
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           Figura 30 : Espectro de massas da escopoletina em modo negativo [M-H]-. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No espectro de RMN de 1H (figura 31 e na expansão da região dos aromáticos figura 32) 

observou-se sinais característicos do anel de um esqueleto cumarínico, em δH 7,80 (1H, d, J=9,3 Hz) 

e em δH 5,99 (1H, d, J=9,3 Hz) dos δH de H-4 e H-3, respectivamente. Foram observados outros 

deslocamentos químicos de hidrogênios em δH 7,03 (1H, s) e δH 6,55 (1H, s) característicos dos δH de 

H-5 e H-8 nessa ordem e o sinal em δH 3,76 (3H, s) indicando a presença de uma metoxila.  
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       Figura 31: Espectro de RMN de 1H da escopoletina em DMSO-d6, (300 MHz). 

 
Figura 32: Expansão entre δH 6 a 8 do espectro de RMN de 1H da escopoletina em DMSO-d6 (300 MHz).        

  

 

No espectro RMN de 13C (figura 33 e na expansão entre δC 108,74 a 107,90 figura 34), se 

observou um total de dez carbonos, que se diferenciam por seus deslocamentos químicos, tendo 

quatro carbonos quaternários, dos quais três estão ligados a átomos de oxigênio em (δC 151,04; 

156,61 e 146,73) e outro ligado a um carbono em (δC 107,90). Também são apresentados quatro 

sinais de carbono metínicos em (δC 102,64; 108,74; 108,19 e 144,53) e uma carbonila de um grupo 

éster (δC 161,22).   
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Figura 33: Espectro de RMN de 13C da escopoletina em DMSO-d6, (75 MHz). 

 

Figura 34: Expansão entre δH 108,74 a 107,90 do espectro de RMN de 13C da escopoletina em DMSO-d6 (75 MHz). 

 

 

Analisando a estrutura através das correlações presentes no experimento COSY (1H - 1H), 

(figura 35 e na expansão entre δH 7,80 a 5,99 figura 36). Foi observado que os hidrogênios (H-3 e H-

4) com uma constante de acoplamento de J= 9,30 Hz, confirmando a presença de uma ligação dupla 

cis. Além disso o hidrogênio (H-5) se correlaciona com os hidrogênios da metoxila. 
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Figura 35: Mapa de correlação bidimensional COSY do espectro de RMN 1H da escopoletina em DMSO-d6 (300 MHz).      

 

Figura 36: Expansão das correlações COSY entre δH 7,80 a 5,99 do espectro de RMN de 1H da escopoletina em DMSO-

d6 (300 MHz). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No experimento HMBC (Figura 37 e nas expansões das figuras 38-41) observou-se que o 

sinal em δC 144,53 (C-4) se correlaciona com o sinal do hidrogênio localizado em δH 7,03 (s, H-5), 

que também se correlacionava com o carbono oxigenado quaternário em δC 156,61 (C-7). Outras 

correlações presentes nesse experimento são entre carbonos quaternários oxigenados em δC 146,73 
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(C-6) e hidrogênios aromáticos localizados a δH 6,55 (s, H-8) e 7,80 (d, J=9,3 Hz, H-4), e entre o 

carbono quaternário ligado a δC 107,90 (C-4a) e os hidrogênios localizados a δH 6,55 (s, H-8) e δH 

5,99 (d, J=9,3 Hz, H-3). Além disso, a correlação entre o carbono oxigenado quaternário em C 

146,73 (C-6) e o hidrogênio da metila em δC 3,76 (H3CO-) estabelecendo sua posição no carbono C-

6. 

Figura 37: Mapa de correlação bidimensional HMBC do espectro de RMN de 1H e de 13C da escopoletina em DMSO-d6 

(300 MHz e 75 MHz).  
 

 

 

Figura 38: Expansão das correlações bidimensionais HMBC do H-4 com C-5, C-8a, C-2 do espectro de RMN de 1H e de 
13C em DMSO-d6 (300 MHz e 75 MHz).  
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Figura 39: Expansão das correlações bidimensionais HMBC do H-5 com C-8, C-4, C-6, C-8a, C-7 do espectro de RMN 

de 1H e de 13C em DMSO-d6 (300 MHz e 75 MHz). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40: Expansão das correlações bidimensionais HMBC do H-8 com C-4a, C-6, C-8a, C-7 do espectro de RMN de 
1H e de 13C em DMSO-d6 (300 MHz e 75 MHz). 
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Figura 41: Expansão das correlações bidimensionais HMBC do H-3 com C-4a, C-2 e MeO com C-6 do espectro de 

RMN de 1H e de 13C em DMSO-d6 (300 MHz e 75 MHz). 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Todas as informações obtidas dos espectros de RMN 1H e 13C uni e bidimensionais, além do 

que foi observado no espectro de massas, foi possível estabelecer através da fórmula molecular 

C10H8O4 que a substância possui uma deficiência de 7 hidrogênios, (COSTA 1999; BAYOUMI et 

al., 2010), permitindo determinar a substância 3 como escopoletina (figura 42). Para a espécie 

Palicourea nitidella este é o segundo relato de uma cumarina. Na atualidade se tem mais de 1.300 

cumarinas identificadas de fontes naturais, principalmente de plantas verdes. As suas características 

farmacológicas, bioquímicas e aproveitamentos terapêuticos de cumarinas simples dependem de seus 

padrões de substituição (HOULT; PAYÁ 1996).  

A escopoletina (7-hidroxi-6-metoxicumarina) é uma cumarina fenólica isolada de várias 

partes das plantas (raízes, frutos, folhas, caules), apresentam propriedades medicinais. E suas 

aplicações farmacológicas foram observadas através de investigações, do qual resultaram em 

atividades biológicas especificas e possíveis implicações para a saúde humana em alimentos e 

medicamentos, como: atividades in-vivo, antitireoidiana, anti-hipertensiva, antiproliferativa, anti-

inflamatória, neurológica, antidopaminérgica e antiadrenérgica, antidiabética e antihiperuricêmica. 

Segundo estudos in-vitro, a escopoletina possui atividades incluindo anti-hepatotoxicidade, 

antibacteriana, antifúngica, antitubercular e antioxidante (JOSHI et al., 2021). 

 

 



64 

 

 

Tabela 11: Dados de RMN de 1H e 13C da escopoletina em DMSO-d6, comparação com a literatura (aCOSTA 1999; 
bBAYOUMI et al., 2010) 

Posição                         Observado            a Literatura          b Literatura 

 
δ 1H δ 13C δ 1H δ 13C δ 1H δ 13C 

MeO 3,76 (3H, s) 55,73  3,88 (3H, s) 56,60 3,89 (3H, s) 56,10 

2 - 161,22  - 161,21 -  160,90 

3  5,99 (1H, d, J= 9,30 Hz) 108,19 6,16 (1H, d, J= 9,7 Hz) 111,93 6,17 (1H, d, J= 8,0 Hz) 112,60 

4 7,80 (1H, d, J= 9,30 Hz) 144,53 7,83 (1H, d, J= 9,6 Hz) 145,82 7,83 (1H, d, J= 8,0 Hz) 144,20 

4a - 107,90  - 109,79 - 111,50 

5 7,03 (1H, s) 108,74  7,18 (1H, s) 113,18 7,18 (1H, s) 109,40 

6 - 146,73  - 144,58 - 145,50 

7 - 156,61  - 151,37 - 150,50 

8  6,55 (1H, s) 102,64 6,78 (1H, s) 103,58 6,79 (1H, s) 103,20 

8a - 151,04 - 150,96 - 151,40 

 

 

 

 

Figura 42: Correlações verificadas nos espectros bidimensionais da escopoletina 
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5.7 Atividade antibacteriana por microdiluição 

Das dez bactérias avaliadas na concentração de 1000 g/mL nenhuma demonstrou 

sensibilidade frente aos extratos metanólicos de ramos e folhas. Porém frente aos extratos hexânicos 

foram observados que seis bactérias apresentaram sensibilidade na concentração de 1000 g/mL, 

destacando o extrato oriundo dos ramos, que inibiu acima de 50% o crescimento das cepas: A. 

hydrophila, P. aeruginosa, P. fluorescens, S. enteritidis, S. aureus. O extrato hexânico das folhas 

inibiu somente o crescimento de duas cepas sendo elas: P. fluorescens, S. aureus ambas as inibições 

apresentaram valores acima de 50% conforme descrito na tabela 12.  

 

Tabela 12: Porcentagens de inibição dos extratos frente as bactérias testadas  

Extratos Concentrações 

(µg/mL) 

Porcentagens de inibição (%) 

  AH CF EC ET KP PA PF SE SM SA 

Fol-Hex 1000 * * * * * * 54 * * 60 

Ram- Hex 1000 84   33 * * *   67 85 73 * 58 

Fol-MeOH 1000 * * * * * * * * * * 

Ram-MeOH 1000 * * * * * * * * * * 

  

Legenda: (*) amostras que não apresentaram atividade, com valores de inibição menores que 20%. 

AH (Aeromonas hydrophila), CF (Citrobacter freundi), EC (Escherichia coli), ET (Edwardsiella 

tarda), KP (Klebsiella pneumoniae), PA (Pseudomonas aeruginosa), PF (Pseudomonas fluorescens), 

SA (Staphylococcus aureus), SE (Salmonella enterica), SM (Serratia marcescens); Ram: ramos, Fol: 

folhas; Hex: hexano; MeOH: metanol. 

 

As substâncias isoladas das folhas de Palicourea nitidella, o estigmasterol e β-sitosterol, são 

citadas na literatura por apresentarem atividades antimicrobianas frente as cepas bacterianas (tabela 

12) (CARDENAS et al., 2016; LOZANO et al., 2020). Essas duas substâncias, podem ser 

responsáveis pela atividade, bem como estarem agindo em união com outras, uma vez isoladas, são 

capazes de aumentar, diminuir ou perder sua atividade (PERRUCHON 2002; SIMÕES et al., 2017). 

Outros autores comparam a atividade antimicrobiana dos extratos brutos hexânicos com a presença 

de terpenos em sua constituição química (WENIGER et al., 2005; SUBRAMANIAM 2014).  



66 

 

 

5.8 Ensaio de toxicidade frente a Artemia salina 

No teste frente Artemia salina não foi verificada nenhuma toxicidade dos extratos avaliados, 

ou seja, nenhum dos extratos apresentou mortalidade acima de 50% nas concentrações avaliadas 

[1000 e 500 µg/mL]. Não foi observada a mortalidade de nenhum indivíduo, conforme apresentado 

na tabela 13. O bioensaio que apresenta 100% de mortalidade de A. salina significa elevada 

toxicidade e de 0% sem toxicidade. Uma baixa toxicidade pode ser considerada uma característica 

interessante para utilização de extratos vegetais com propriedades alelopáticas em ambientes naturais 

para controle de plantas daninhas (DE LIMA et al., 2011), uma vez que pode haver seletividade 

sobre o alvo biológico. Porém, outros estudos sobre espécies específicas são necessários. 

 

Tabela 13: Análise da concentração letal frente A. salina dos extratos hexânicos e metanólicos 

Extratos Concentração avaliada (µg/mL) Mortalidade (%) 

Fol- Hex [1000 e 500] 0 

Fol- MeOH [1000 e 500] 0 

Ram- Hex [1000 e 500] 0 

Ram- MeOH [1000 e 500] 0 

 

Legenda: Ram= ramos; Fol= folhas; Hex= hexano; MeOH= metanol 

 

5.9 Atividade antioxidante  

Para avaliação da atividade antioxidante os extratos metanólicos (0,5 mg/mL) foram 

avaliados frente a duas metodologias sendo elas: DPPH• e Fe3+/fenantrolina. Os valores são 

apresentados em termos de equivalência com ácido ascórbico onde, mais próximo de 1, mais ativo é 

o extrato (MARTINS et al., 2014). Na tabela 14 é possível verificar que os valores de equivalência 

são maiores que 10 demonstrando a inatividade dos extratos avaliados e na tabela 15 a interpretação 

dos resultados antioxidantes. 
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Tabela 14: valores de equivalência dos extratos metanólicos frente a atividade antioxidante  

Extratos 

Metanólicos 

Método usando DPPH• Método usando Fe3+ 

 ∆ABS517 [AA]eq Equiv. (mg extrato/mg 

ácido ascórbico) 

[Fe2+] [AA]eq Equiv. (mg extrato/mg 

ácido ascórbico) 

Ramos 0,002 0,202 24,869 0,184 0,478 11,27 

Folhas 0,002 0,199 25,159 0,109 0,347 14,42 

 

Tabela 15: Interpretação dos resultados da atividade antioxidante  

Martins et al., 2014 

 

No extrato metanólico dos ramos de P. nitidella, foi observado a presença de metabólitos 

secundários com anel aromático, ao ser analisado por CCDC e RMN de 1H, indicou a existência de 

substâncias aromáticas, as quais geralmente apresentam atividade antioxidante (SILVA et al., 2010). 

O que se observa pelos resultados obtidos é que as substâncias aromáticas presentes não são 

substâncias fenólicas. O que determina se a substância apresenta alta ou baixa atividade antioxidante 

é o número de hidroxilas redutoras ligadas ao anel aromático (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). 

A cumarina escopoletina isolada contém apenas uma hidroxila ligada ao anel aromático, e 

essa classe química possui potencial redutor frente ao radical DPPH• (CHIN-YING et al., 2003; 

PANDA & KAR, 2006; ADAM et al., 2009; JEONG et al., 2011; MALIK et al., 2011; MOGANA et 

al., 2013; FIRMANSYAH et al., 2021; JOSHI et al., 2021), sendo que, a hidroxila sozinha não 

garante a atividade antioxidante no extrato. Além disso, as outras substâncias presentes podem ser 

apenas aromáticas sem conter hidroxilas ligadas aos anéis ou estas não estão livres, isto é, devem 

estar ligadas a metilas formando metoxilas.  

Análise da atividade antioxidante 

(mg de extrato/ mg de ácido 

ascórbico) 

Escala de comparação 

Menor que 1,0 

Entre 1,1 e 2,0 

Muito ativo 

Ativo 

Entre 2,1 e 3,0 Atividade moderada 

Maior que 3,1 Inativo 
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6 CONCLUSÃO 

Foi abordado nesta pesquisa o estudo químico e avaliação biológica dos extratos de P. 

nitidella do qual foi possível:  

• Isolar e identificar a mistura dos triterpenos: β-sitosterol e estigmasterol do extrato 

hexânico das folhas.  

• Isolamento de uma cumarina escopoletina do extrato metanólico dos ramos.  

• Os extratos não apresentaram toxicidade frente a A. salina. 

• Os extratos hexânicos das folhas e ramos apresentaram atividades antimicrobiana para 

seis bactérias gram-negativas e uma gram-positiva. 

• Os extratos metanólicos não apresentaram atividades antioxidante frente os métodos 

DPPH• e Fe3+/fenantrolina. 

Os resultados alcançados neste trabalho sobre a P. nitidella reforçam a potencialidade dessa 

espécie vegetal e estimulam a realização de novas pesquisas para verificar outras atividades 

biológicas de seus extratos e o isolamento de outras substâncias dos extratos metanólicos.  
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