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RESUMO 

 

Minquartia guianensis é uma espécie vegetal pertencente à família Coulaceae, que, de acordo 

com a literatura, produz substâncias de interesse biotecnológico, como terpenos e substâncias 

fenólicas. Esses metabólitos são considerados recursos terapêuticos essenciais em prol da saúde 

humana, principalmente no tratamento de doenças infecciosas causadas por bactérias 

patogênicas e multirresistentes. Ao longo dos anos, os esforços têm se concentrado na 

prospecção de plantas produtoras de substâncias bioativas. Entretanto, mesmo apresentando 

potencial biotecnológico para a produção de novas substâncias químicas, a pesquisa com 

plantas ainda é uma linha de investigação carente de estudos. Portanto, este trabalho teve como 

objetivo realizar o estudo químico dos extratos dos galhos e folhas de M. guianensis 

(Coulaceae) e avaliar seu potencial antibacteriano. A coleta do material vegetal foi realizada na 

Reserva Ducke, Manaus, Amazonas. O material vegetal foi seco, moído e extraído com hexano 

(Hex) e metanol (MeOH). Os extratos obtidos foram submetidos a análises cromatográficas e 

apresentaram principalmente terpenos e fenólicos. A partir do fracionamento do extrato MeOH 

dos galhos, foi possível isolar e identificar a mistura de esteroides: β-sitosterol (1) e 

estigmasterol (2); e triterpenos: lupeol (3) e β-amirina (4); lupen-3-ona (5) e β-amirin-3-ona (6), 

além de um derivado fenólico: galato de metila (7), e uma depsidona: ácido hipoprotocetrárico 

(8). Do fracionamento do extrato MeOH das folhas, foi isolada a mistura de triterpenos: 

taraxerol (9) e lupeol (3). Esses mesmos extratos metanólicos foram ativos contra bactérias 

Gram-positivas, Staphylococcus aureus, e bactérias Gram-negativas, Aeromonas hydrophila e 

Pseudomonas fluorescens, com porcentagens de inibição variando de 63% a 70%. Em 

conclusão, o estudo da M. guianensis revelou seu potencial como fonte de compostos de alto 

valor biotecnológico com propriedades antibacterianas significativas. A análise química dos 

extratos de galhos e folhas proporcionou insights sobre a ampla variedade de metabólitos 

presentes nessa planta, incluindo algumas substâncias não relatadas anteriormente na família 

Coulaceae, como β-amirina, β-amirin-3-ona, galato de metila e ácido hipoprotocetrárico. A 

atividade antibacteriana demonstrada contra uma variedade de bactérias, incluindo cepas 

multirresistentes, destaca o potencial terapêutico desses metabólitos. Esta pesquisa não apenas 

oferece perspectivas para o desenvolvimento de novos antibióticos, mas também ressalta a 

importância da preservação e exploração da biodiversidade da Floresta Amazônica para 

possíveis aplicações médicas. 

 

Palavras-chaves: RMN, β-amirina, β-amirin-3-ona, Galato de metila, Ácido 

hipoprotocetrárico. 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Minquartia guianensis is a plant species belonging to the Coulaceae family, which, according 

to the literature, produces biotechnologically interesting substances such as terpenes and 

phenolic compounds. These metabolites are considered essential therapeutic resources for the 

benefit of human health, particularly in the treatment of infectious diseases caused by 

pathogenic and multi-resistant bacteria. Over the years, efforts have been focused on the 

prospecting of plants that produce bioactive substances. However, even presenting 

biotechnological potential to produce new chemical substances, research with plants still 

constitutes a line of investigation lacking in research. Thus, this work aimed to carry out the 

chemical study of the extracts from the branches and leaves of M. guianensis (Coulaceae) and 

to evaluate their antibacterial potential. The collection of plant material was carried out in the 

Ducke Reserve, Manaus, Amazonas. The plant material was dried, ground, and extracted with 

hexane (Hex) and methanol (MeOH). The obtained extracts were subjected to chromatographic 

analyses and presented mainly terpenes and phenolics. From the fractionation of the MeOH 

extract of the branches, it was possible to isolate and identify the mixture of steroids: β-sitosterol 

(1) and stigmasterol (2); and triterpenes: lupeol (3) and β-amyrin (4); lupenone (5) and β-

amyrone (6), in addition to a phenolic derivative: methyl gallate (7), and a depsidone: 

hypoprotocetraric acid (8). From the fractionation of the MeOH extract of the leaves, the 

mixture of triterpenes: taraxerol (9) and lupeol (3) was isolated. These same methanolic extracts 

were active against Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus and Gram-negative bacteria 

Aeromonas hydrophila and Pseudomonas fluorescens, with inhibition percentages of 63 to 

70%. In conclusion, the study of M. guianensis has unveiled its potential as a source of 

biotechnologically valuable compounds with significant antibacterial properties. The chemical 

analysis of extracts from both branches and leaves has provided insights into the diverse range 

of metabolites present within this plant, including some substances previously unreported 

within the Coulaceae family like β-amyrin, β-amyrone, methyl gallate, and hypoprotocetraric 

acid. The demonstrated antibacterial activity against a spectrum of bacteria, including multi-

resistant strains, underscores the therapeutic promise of these metabolites. This research not 

only offers prospects for the development of novel antibiotics but also highlights the importance 

of preserving and exploring the Amazon rainforest's biodiversity for potential medical 

applications. 

 

Keywords: NMR, β-amyrin, β-amyrone, Methyl gallate, Hypoprotocetraric acid. 
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1 INTRODUÇÃO 

O interesse por pesquisas que buscam substâncias bioativas de origem natural tem 

crescido atualmente. Isso deve-se em parte ao aumento do número de microrganismos 

resistentes aos diversos medicamentos empregados no tratamento de doenças patogênicas. A 

obtenção de moléculas bioativas a partir de plantas é uma alternativa para o combate aos 

patógenos resistentes. Entretanto, o uso de plantas com essa finalidade ainda constitui uma linha 

de pesquisa carente de investigação mesmo com o crescente número de estudos desenvolvidos 

na área (BARBIERI, 2017; ATANASOV et al., 2021). 

A resistência aos antibióticos é um problema global com riscos crescentes de 

disseminação. Em 2019 cerca de 3,57 milhões de mortes foram associadas as cepas de bactérias 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, 

Acinetobacter baumanii e Pseudomonas aeruginosae (ANTIMICROBIAL RESISTANSE 

COLLABORATORS, 2022). 

A OMS prevê 10 milhões de mortes anuais até 2050 caso não haja medidas para impedir 

a propagação da resistência. Segundo especialistas, a pandemia de COVID-19 e o uso excessivo 

de antibióticos podem piorar a situação. Nesse sentido, as plantas são uma fonte valiosa de 

substâncias naturais, como alcaloides, terpenos, flavonoides, com atividades biológicas 

importantes, podendo ser usadas como recursos terapêuticos contra doenças infecciosas 

(YAGUI, 2018; MARTINEZ, GAMBIN e SIERECKI, 2019; MIETHKE et al., 2021). 

A espécie Minquartia guianensis Aubl., pertencente à família Coulaceae, está dispersa 

na América Central e na Bacia Amazônica. No Brasil, esta espécie é encontrada nos Estados 

do Acre, Amazonas, Roraima, Pará e Amapá. Popularmente é conhecida como acariquara, 

acariquara-roxa, acari (FLORA DO BRASIL, 2023). Na literatura é relatado o isolamento do 

ácido minquartinoico com atividades antimalárica e leishmanicida, além de triterpenos isolados 

pelo nosso grupo de pesquisa (RASMUSSEN, et al., 2000; CURSINO et al., 2009). 

Os triterpenos exibem muitas atividades biológicas, entre as quais destacam-se: 

antitumoral (CHO et al., 2016), anti-inflamatória (BI et al., 2017), antibacteriana (RAGAZONI 

et al., 2021), antiviral (DARSHANI et al., 2022), tratamento de doenças cardiovasculares 

(WANG et al., 2016), antimalárico (LISEWSKI et al., 2014) e outros. 

Tendo em vista a necessidade de novos agentes antibacterianos de origem natural, o 

presente estudo realizou a prospecção química e biológica dos extratos de M. guianensis, 

visando metabólitos bioativos contra microrganismos patogênicos. Os estudos com essa 

finalidade são necessários para a busca por medicamentos de origem natural, fundamentais no 

combate a doenças humanas. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

2.1 Metabólitos secundários de origem vegetal 

As plantas são capazes de produzir uma variedade de substâncias, muito superior a 

qualquer outro ser vivo (WANG et al., 2019). Algumas espécies produzem um conjunto 

específico de metabólitos com uma variação particularmente rica, principalmente devido às 

condições ambientais em que estão inseridas (FERNIE e TOHGE, 2017). Logo, esse conjunto 

de substâncias concede às plantas um mecanismo eficiente para proteção e condução de 

estresses ocasionadas por fatores edafoclimáticos e organismos vivos, aos quais estão 

naturalmente expostas durante a vida. Isto é, regulam a conexão entre as plantas e o ambiente 

e gerem certos aspectos fisiológicos, tais como o crescimento, reprodução, simbiose e outros 

(NCUBE e STADEN, 2015). 

Os metabólitos produzidos por plantas são classificados em primários e secundários. Os 

metabólitos primários têm um papel fundamental na sobrevivência da espécie, desempenhando 

uma função ativa na fotossíntese e respiração, como como açúcares, aminoácidos, nucleotídeos, 

ácidos orgânicos e ácidos graxos (MAEDA, 2019).  Os metabólitos secundários são formados 

partir dos metabólitos primários e não são fundamentais para os processos básicos, porém 

desempenham funções essenciais na adaptação, sobrevivência e interação da planta, ocorrendo 

em baixas concentrações, em células específicas ou órgãos da planta, e exercer efeitos 

farmacológicos e/ou toxicológicos em humanos ou animais (BOUGARD et al., 2001; AZMIR 

et al., 2013).  

Os metabólitos secundários são constituídos por uma variedade de moléculas, algumas 

são mais específicas e ocorrem em uma espécie ou grupo taxonômico particular (FANG, 

FERNIE e LUO, 2019). No entanto, devido ao progresso de técnicas para identificação de 

substâncias químicas, foi possível caracterizar inclusive as substâncias encontradas em baixas 

concentrações nas plantas, evidenciando a diversidade e complexidade química sintetizada 

pelos vegetais. Essas substâncias são geradas através da coevolução entre plantas, insetos, 

microrganismos e mamíferos, levando à síntese de metabólitos com funções de defesa ou 

atração (RHODES, 1994). 

Devido à rica diversidade estrutural, os metabólitos secundários são classificados de 

acordo com sua rota biossintética, que inclui três grupos principais: terpenos (como voláteis de 

plantas, glicosídeos cardíacos, carotenoides e esteróis), fenólicos (como ácidos fenólicos, 

cumarinas, lignanas, estilbenos, flavonoides, taninos e lignina) e compostos contendo 

nitrogênio (como alcaloides e glicosinolatos) (BOURGAD et al., 2001). 
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Os metabólitos secundários presentes nessas diferentes classes químicas são um grupo 

heterogêneo de substâncias de origem natural, que são utilizados também para identificar novas 

moléculas bioativas oriundas de espécies vegetais (ANAND et al., 2019). Em função dessas 

propriedades, diversos estudos são desenvolvidos avaliando quanto à eficácia biológica dessas 

substâncias, como apresentado na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Um exemplo de cada uma das principais classes de metabólitos secundários e alguns relatos de 

atividades biológicas 

Classe Substância Atividade Referências 

 

 

 

Flavonoide 

 

Luteolina 

 

Antitumoral  

Anti-inflamatório 

Alelopático 

Antiangiogênico 

Neuroprotetor 

 

 

Imran et al. (2019) 

Aziz et al. (2018) 

Wang et al. (2018) 

Zang et al. (2017) 

Patil et al. (2014) 

 

Terpeno 

 

Ácido ursólico 

 

Antifúngico  

Antimicrobiano e 

antioxidante 

Antileshimania 

Anti-herpes 

Antituberculose 

 

 

Shu et al. (2019) 

Nascimento et al. (2014) 

Yamamoto et al. (2014) 

Bag et al. (2012) 

Woldemichael et al. (2003) 

 

 

Alcaloide 

 

 

 

 

(-)-cassina 

 

Antiproliferativo 

Antimaláricao 

Anti-inflamatório e  

antinocicepitivos 

Antimicrobiano 

 

 

Pereira et al. (2017) 

Pivatto et al. (2014) 

Silva et al. (2012) 

Sansores-Peraza et al. 

(2000) 

 

 

O

OOH

OH

OH

OH

N
H

O

CH3
CH3

OH

H

H

O

OH

OH
H
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2.2 Terpenos 

Os terpenos ou terpenoides constituem um dos maiores e estruturalmente diversos 

grupos de metabólitos secundários. É uma classe de produtos naturais derivada de duas vias 

independentes, a via do mevalonato (MVA), que opera no citosol das plantas, e pela via do 2-

C-metil-D-eritriotol-4-fosfato (MEP), encontrada nos plastídios. Os terpenos consistem em 

várias unidades estruturais de isopreno (C5), com base no número de unidades eles são 

classificados principalmente em monoterpeno (C10), sesquiterpeno (C15), diterpeno (C20), 

triterpeno (C30), tetraterpeno (C40) e politerpeno (C > 40), etc (Figura 1) (LIAO et al., 2016). 

 

 

 

Os terpenos são amplamente encontrados nas plantas, estando principalmente presentes 

na forma de vários compostos derivados contendo oxigênio, incluindo álcoois, aldeídos, ácidos 

carboxílicos, cetonas, ésteres e glicosídeos (QIU, SMUTS e SCHUG, 2017). 

Nos últimos anos, com o aprofundamento das pesquisas sobre terpenoides 

(especialmente em plantas), verificou-se que tais substâncias desempenham um papel cada vez 

mais proeminente no campo medicamentos e possuem diversas atividades biológicas como 

antitumoral, anti-inflamatório, antibacteriano, antiviral, antimalárico, promotor a absorção 

 

H

OH

H

OH

COOH

OH

Monoterpeno 

linalol 
Sesquiterpeno 

β-selineno 

Diterpeno 

esclareol 

Triterpeno 

ácido betulínico 

Tetraterpeno 

β-caroteno 

Figura 1 - Estrutura química de alguns terpenos de ocorrência em plantas 

OH
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transdérmica, prevenindo e tratando doenças cardiovasculares, diminuindo o açúcar no sangue 

e outros efeitos (YANG et al., 2020). 

Os triterpenos possuem amplo espectro de atividades biológicas e do ponto de vista de 

sua formação, podem ser pensados como a ciclização do esqualeno de diferentes formas, o 

esqualano é formado pela condensação cauda-cauda do pirofosfato de farnesol. A maioria dos 

triterpenos consiste em 30 átomos de carbono e pode ser considerado um composto de 6 

unidades estruturais de isopreno. Os triterpenoides e suas saponinas estão distribuídos em 

monocotiledôneas e plantas dicotiledôneas, especialmente em plantas dicotiledôneas. Os 

triterpenos livres existem principalmente em Compositae, Leguminosae, Euphorbiaceae, 

Meliaceae, Euonymus, Rubiaceae, Labiatae, entre outras plantas (MENG, HUANG e LIU, 

2008; SIDDIQUE e SALEEM, 2011).  

Os triterpenoides são estruturalmente diversos, e o seu esqueleto básico já foi 

encontrado em diversas espécies vegetais. Triterpenos tetracíclicos e triterpenos pentacíclicos 

são as duas principais categorias de triterpenos. Muitos estudos mostraram que os triterpenos 

pentacíclicos têm uma ampla gama de efeitos farmacológicos e importante atividade biológica, 

especialmente na regulação anti-inflamatória, hepática, antitumoral e imune (GEETHA e 

VARALAKSHMI, 2001; HU et al., 2013; PELÁEZ et al., 2013; FUKUMITSU, 2016).  Os 

triterpenoides pentacíclicos são classificados principalmente como tipo α-amirina, β-amirina, 

oleanano, friedelina, lupano e triterpenoides do tipo hopano (TANTILLO, 2011). 

Os terpenos paclitaxel e artemisinina têm sido amplamente utilizados na prática clínica. 

Devido a isso, a pesquisa sobre a atividade biológica dos terpenoides pode contribuir para a 

seleção de fármacos e aprimoramento de métodos de tratamento, fornecendo um aporte teórico 

base para o desenvolvimento de novos medicamentos, que tem chamado a atenção de muitos 

pesquisadores (YANG et al., 2020). 

 

2.3 Substâncias fenólicas  

A produção de substâncias fenólicas pode acontecer por meio da Acetil-CoA 

(Acetilcoenzima A), entretanto, a principal via de síntese desses metabólitos é a rota do ácido 

chiquímico, na qual a junção de uma molécula de ácido fosfoenolpirúvico (PEP) originada da 

glicólise e a eritrose-4-fosfato (derivada da pentose fosfato) produzem um açúcar de sete 

carbonos conhecido como DAHP (3-desoxi-d-arabino-heptulosônico-7-fosfato), que é 

convertido em ciclo e reduzido para produzir o chiquimato. A via do ácido chiquímico também 

é responsável pela geração de proteínas, as quais desempenham papéis cruciais nos tecidos 
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vegetais, diretamente envolvidas na síntese de fenólicos (KARAKAYA, 2004; COHEN e 

KENNEDY, 2010). 

A partir do processo de biossíntese, ocorre a formação de ácidos fenólicos, que são 

fenóis simples contendo apenas um grupo carboxila, e que podem atuar como precursores para 

outras substâncias ou serem gerados a partir de aminoácidos aromáticos, como a fenilalanina, 

tirosina e triptofano, iniciando a via do fenilpropanoide (DIAS et al., 2016). A produção desses 

aminoácidos é regulada por um mecanismo de resposta cujo objetivo é regular os fluxos 

metabólicos. Um aumento na produção de triptofano, por exemplo, irá direcionar o fluxo de 

carbono para a síntese de fenilalanina e tirosina (VERPOORTE et al., 1999). 

Estruturalmente, o grupo de fenólicos apresenta um anel aromático com um ou mais 

substituintes hidroxila, variando de simples moléculas fenólicas até substâncias altamente 

polimerizadas (BRAVO, 1998). Suas estruturas químicas podem variar muito, incluindo fenóis 

simples (C6), como derivados do ácido hidrobenzoico e catecóis, bem como polímeros de cadeia 

longa com alto peso molecular, como melaninas catecol (C6)6, ligninas (C6-C3)n e taninos 

condensados (C6-C3-C6)n. Os estilbenos (C6-C2-C6) e os flavonoides (C6-C3-C6) são substâncias 

fenólicas de peso molecular intermediário que apresentam diversas atividades farmacológicas 

e biológicas (Figura 2). Os flavonoides, incluindo antocianinas, flavonóis (como quercetina e 

miricetina), isoflavonas (como daidzeína e genisteína) e outras são formadas por múltiplos 

ramos biossintéticos que se originam da chalcona (SHAHIDI e AMBIGAIPALN, 2018). 

 

Figura 2 - Estrutura química de algumas substâncias fenólicas de ocorrência em plantas. 
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As substâncias fenólicas além de exercerem função no crescimento, desenvolvimento e 

defesa das plantas, estão entre as principais substâncias ativas com diferentes propriedades 

biológicas e farmacológicas tais como: antioxidantes, anti-inflamatórios, anticâncer, 

antimicrobiano, antialérgico, antiviral, cardioprotetor, entre outros (TUNGMUNNITHUM et 

al., 2018). 

 

2.4 Metabólitos secundários bioativos e microrganismos resistentes  

A resistência bacteriana é definida como a resistência de uma bactéria no tratamento 

com antibióticos que eram originalmente utilizados no combate de infecções causadas por esses 

microrganismos. É um fator que representa uma ameaça à saúde pública global e uma 

importante questão econômica devido aos maiores custos de saúde e ao aumento da duração da 

doença, do tratamento e da hospitalização quando comparada com infecções comuns não 

resistentes. Esta resposta dos microrganismos faz com que infecções persistam em acometer os 

pacientes, colocando-os em um quadro clínico de alto risco, podendo resultar em sua morte 

(MANDAL et al., 2014; KHAMENEH et al., 2019). 

Em 2019 os seis principais patógenos causadores de mortes associadas à resistência 

antimicrobiana (RAM) foram Escherichia coli, seguido por Staphylococcus aureus, Klebsiela 

pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii e Pseudomonas 

aeruginosa, os quais foram responsáveis por 929.000 mil mortes atribuíveis à RAM e 3,57 

milhões mortes associadas a RAM. Em uma combinação patógeno-medicamento, S. aureus 

resistente à meticilina causou mais de 100.000 mortes atribuíveis à RAM em 2019, enquanto 

mais seis causaram 50.000 a 100.000 mil mortes: multirresistentes, excluindo tuberculose 

extensivamente resistente a medicamentos, E. coli resistente a cefalosporina de terceira geração, 

A. baumannii resistente a carbapenem, E. coli resistente a fluoroquinolona, K. pneumoniae 

resistente a carbapeneme, K. pneumoniae resistente à cefalosporina de terceira geração 

(ANTIMICROBIAL RESISTANCE COLLABORATORS, 2022). 

Considerando que a resistência bacteriana é um problema multifatorial, impulsionado 

por muitos fatores interconectados, a Organização Mundial da Saúde sugere uma série de ações 

concertadas e coordenadas. Essas ações vão desde a prevenção da transmissão de infecção, 

principalmente em hospitais e clínicas, até a promoção da pesquisa e desenvolvimento de novos 

tratamentos para infecção. No entanto, a descoberta de novos antibióticos é muito cara e 

demorada, levando cerca de dez anos para lançar um novo antibiótico no mercado (WHO, 

2020). Assim, a busca por substâncias antibacterianas derivadas de produtos naturais, como 
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fitoquímicos, tem ganhado grande importância, juntamente com a descoberta de novas 

substâncias químicas sintéticas com propriedades antibióticas (MANDAL et al., 2014; 

ATANASOV et al., 2021). 

Nas últimas três décadas, milhares de metabólitos com diferentes mecanismos de ação 

foram listados como antibacterianos, graças a uma série de estudos sobre sua atividade 

realizados em todo o mundo, especialmente na América Latina. Desde então, centenas de 

artigos foram publicados com esse tema (IZZO et al., 1995; CRUZ et al., 1996; PAWAR e 

PAL, 2002; HANNAN et al., 2008; DAGLIA, 2012; ERDEM et al., 2015; NABAVI et al., 

2015; MAHMOUD et al., 201; KHAMENEH et al., 2019). 

Com o aumento de “superbactérias” resistentes aos antibióticos, o desenvolvimento de 

novos agentes antibacterianos é crucial, e os extratos de plantas são uma fonte alternativa para 

novos medicamentos. Aproximadamente mais de 1.000 fitoquímicos diferentes de origem 

natural, mostraram atividade antibacteriana, antifúngica e antiviral contra vários patógenos 

humanos.  Além disso, nos últimos anos o conhecimento a respeito desse tema tem aumentado 

amplamente e a atividade antibacteriana tem sido relatada com diferentes mecanismos de ação, 

como a capacidade de causar danos à membrana bacteriana, supressão de alguns fatores de 

virulência, incluindo enzimas e toxinas, e inibição da formação de biofilme bacteriano 

(BARBIERI et al., 2017). 

Alguns fitoquímicos, além de possuírem uma atividade antimicrobiana direta, foram 

relatados com efeito sinérgico in vitro quando testados em combinação com antibióticos 

convencionais, modificando os mecanismos de resistência bacteriana, sugerindo assim que 

esses metabólitos podem ser usados em combinação com antibióticos para aumentar a atividade 

e diminuir suas doses (TOUANI et al., 2014; SANTIAGO et al., 2015). 

Nas Tabelas 2 e 3 podem ser encontrados metabólitos de origem vegetal com atividade 

antimicrobiana descritos na literatura. 
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Tabela 2 - Terpenos de origem vegetal com atividade antimicrobiana descrita na literatura 

Substância 
Microrganismo 

patogênico 
Referência 

 

Timol 

 

OH

 
 

 

 

S. typhimurium 

L. monocytogenes 

M. tuberculosis 

Andrade-Ochoa et al. (2015) 

Chauhan e Kang (2014) 

Liu et al. (2015) 

 

Carvacrol 

 

OH

 
 

 

 

 

M. tuberculosis 

S. aureus 

L. monocytogenes 

E. coli 

E. faecium 

S. enterica 

P. aeruginosa 

Ait-Ouazzou et al. (2013) 

Andrade-Ochoa et al. (2015) 

Espina et al. (2011, 2015) 

Fisher e Phillips (2008) 

Laird et al. (2012) 

 

 

 

Nerolidol 

 

 

 

S. aureus Togashi et al. (2010) 

 

Farnesol 

 

 

 

 

 

 

 

S. aureus Togashi et al. (2010) 

OH

OH
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Andrografoilide 

 

P. aeruginosa Banerjee et al. (2017) 

 

ɑ-amirina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MRSA e MSSA 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chung et al. (2014) 

 

Ácido oleanólico 

 

M. tuberculosis 

B. cereus e 

S. pneumonia 

Planktonic cariogenic 

microorganisms 

L. monocytogenes 

 

Cunha et al., (2010) 

Jiménez-Arellanes et al. 

(2013); 

Zhou et al. (2013) 

 

 

Peróxido ergosterol 

 

OH

H

H

H

O

O

 
 

 

M. tuberculosis Duarte et al. (2007) 

 

 
  

OH

CH3 CH2OH
H

O

OOH

OH

OH

O

CH3
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Ácido ursólico 

OH

O

OH

 
 

 

M. tuberculosis 

B. cereus 

S. mutans e S. sobrinus 

L. monocytogenes 

Cunha et al. (2010) 

Jiménez-Arellanes et al., 

(2013) 

Kurek et al. (2010) 

Zhou et al. (2013) 

Zou et al. (2014) 

 

Friedelina 

 

 
 

Mycobacterium 

smegmatis 

Bacillus Calmette 

Guerin (BCG) 

 

Salih et al. (2018) 

Mann et al. (2011) 

 

 

 

Tabela 3 - Substâncias fenólicas de origem vegetal com atividade antimicrobiana descrita na literatura 

Substância 
Microrganismo 

patogênico 
Referência 

 

Cinamaldeído 

 

H

O

 
 

 

S. typhimurium 

L. monocytogenes 

M. tuberculosis 

Andrade-Ochoa et al. (2015) 

Liu et al. (2015) 

 

Eugenol 

 

 

S. typhimurium 

L. monocytogenes 
Liu et al. (2015) 

O

H3CO

OH



23 

 

 

 

 

 

Ácido cinâmico 

 

 

OH

O

 
 

 

 

 

 

 

M. tuberculosis 

 

 

 

 

Andrade-Ochoa et al. (2015) 

 

 

 

Resveratrol 

 

 

 

M. smegmatis 

Campylobacter jejuni 

Klancnik et al. (2017) 

Lechner et al. (2008) 

 

Galangina 

 

 

 

 

 

 

K. pneumoniae Chen e Huang (2011) 

 

Baicaleína 

 

 

 

 

M. smegmatis 

S. aureus multirresistente 

C. albicans 

 

 

 

 

 

Lechner et al. (2008) 

Chan et al. (2011) 

Huang et al. (2008) 

OOH

OH O

OH

OOH

OH O

OH

OH

OH

OH
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Kaempferol 

 

 

K. pneumonia 

S. aureus 

 

Chen e Huang (2011) 

Huang et al. (2015) 

 

 

Quercetina 

 

 

 

 

 

K. pneumonia 

S. aureus 

S. haemolyticus 

E. coli 

S. pyogenes 

 

 

Chen e Huang (2011) 

Lee et al. (2010) 

Liu et al., (2010) 

Siriwong et al. (2015) 

 

Miricetina 

 

K. pneumonia 

S. aureus 

Chen e Huang (2011) 

Huang et al. (2015) 

 

 

 

Luteoloina 

 

OOH

OH O

OH

OH

 

 

S. pyogenes 

S. aureus 

E. coli 

vesicatoria 

A. tumefaciens 

P. lachrymans 

B. sublitis 

S. haemolyticus 

 

Siriwong et al. (2015) 

OOH

OH O

OH

OH

OOH

OH O

OH

OH

OH

OOH

OH O

OH

OH

OH

OH
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Rhamentin 

 

 

 

 

 

S. aureus 

 

 

 

 

 

Brown et al. (2015) 

 

 

 

Crisina 

 

 

 

 

S. aureus 

E. coli 

vesicatoria 

A. tumefaciens 

P. lachrymans 

B. sublitis 

S. haemolyticus 

Liu et al. (2010) 

 

 

 

Genesteína 

 

 

 

 

Sakuranetina 

 

 

S. aureus Morel et al. (2003) 

 

 

H. pylori Zhang et al. (2008) 

OH3CO

OH O

OH

OH

OH

O

OH

OH

OH
O

OOH

OH O

O

OH

H3OC

OH O
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Epigalocatequina-galato (ECGC) 

 

O

O

O

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH  
 

 

S. aureus 

S. mutans 

S. pyogenes 

E. faecalis 

E. coli 

S. pyogenes 

S. thypi 

P. gingivalis 

P. aeruginosa 

K. pneumoniae 

Asahi et al. (2014) 

Betts et al. (2015) 

Cho et al. (2011) 

Cui et al. (2012) 

Jeon et al., (2014) 

Lee et al. (2009a) 

Lee e Tan (2015) 

Xu et al. (2011) 

Yoda et al. (2004) 

 

 

 

2.5 Atividade antibacteriana 

A pesquisa de atividade antibacteriana refere-se a diferentes técnicas ou métodos 

laboratoriais in vitro, os quais são utilizados para determinar o potencial antimicrobiano de um 

determinado agente. Esses agentes antibacterianos podem manifestar sua atividade por meio de 

vários mecanismos: lesão da parede celular, alterações da permeabilidade celular, alterações 

das moléculas de proteínas e ácidos nucleicos, inibição da síntese de ácidos nucleicos, entre 

outros (LAW, SHAABAN e RAHMAN, 2019). 

Em geral, as substâncias antibacterianas naturais ou sintéticas podem ser classificadas 

como bactericidas, quando matam completamente o microrganismo, ou bacteriostáticas, 

quando impedem o crescimento dele. No caso das drogas bacteriostáticas, o hospedeiro se 

defende por si, utilizando mecanismos como a fagocitose e a produção de anticorpos, 

normalmente destruindo o microrganismo. No caso das drogas bactericidas, essas agem 

interferindo na síntese de peptídeoglicano, responsável pela integridade da parede bacteriana 

(HASSAN, 2012; SILVA et al., 2013). 

Existem muitas evidências sugerindo que os metabólitos de origem natural são muito 

eficazes no tratamento de doenças infecciosas. Algumas dessas substâncias já mostraram 

atividade antibacteriana intrínseca e atividades modificadoras da resistência a antibióticos em 

microrganismos resistentes. Embora alguns não sejam eficazes por si só como um fármaco 

específico para um microrganismo, quando combinados com antibióticos, podem superar a 

resistência de bactérias a esses medicamentos (KHAMENEH et al., 2019).  
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A coadministração de substâncias naturais juntamente com antibióticos leva a redução 

dos valores de concentração inibitória mínima e a efeitos sinérgicos. Semelhante à 

coadministração de antibióticos com diferentes mecanismo de ação, como amoxicilina com 

clavulanato e isoniazida-rifampicina-pirazinamida-etambutol, a combinação de antibióticos 

convencionais e substâncias naturais que atuam nos diferentes locais-alvos de bactérias leva a 

uma eficácia superior, podendo ser bastante sucedida, especialmente em suprimir o 

desenvolvimento da resistência bacteriana por meio de diferentes mecanismos de ação 

(VANDEVELDE et al., 2016; KHAMENEH et al., 2016). 

A berberina, por exemplo, é um importante fitoquímico com propriedades 

antibacterianas com potencial para o tratamento de infecções, interrompendo a colonização 

bacteriana ou a formação de biofilme através da ligação com proteínas amiloides (CHU et al., 

2014). Cumarina, alicina, andrografolida, glabridina e vasicina acetato são alguns outros 

exemplos de fitoquímicos relatados com propriedades antibacterianas (GUPTA et al., 2008; 

IGNACIMUTHU e SHANMUGAM, 2010; KONTOGIORGIS, DETSI e HADJIPAVLOU-

LITINA, 2012; SINGH, HUSSAIN e VERMA, 2013), bem como algumas classes de 

terpenoides (CANTRELL et al., 2001; TOGASHI et. al, 2010), fisalinas (PIETRO et al., 2000; 

JANÚARIO et al., 2002) e fenólicos (RANDHAWA et al., 2016; KLANCNIK et al., 2017). 

Quanto aos métodos de triagem atualmente disponíveis para detecção da atividade 

antibacteriana de produtos naturais, estão inclusas técnicas qualitativas como ensaios de difusão 

em disco e ensaios semiquantitativos ou quantitativos como métodos de diluição (micro e 

macrodiluição em caldo). A técnica de microdiluição oferece diversas vantagens em relação a 

outras metodologias, tais como sensibilidade, confiabilidade, reprodutibilidade, economia de 

espaço, a capacidade de utilizar placas comerciais e sistemas automatizados de leitura e ainda 

ser acessível financeiramente. Consequentemente, a aplicação dessa técnica na avaliação da 

concentração inibitória mínima de drogas e compostos é amplamente difundida (SANTOS-

FILHO et al., 2019). No entanto, faltam métodos padronizados para testes in vitro e pontos de 

interrupção para facilitar a interpretação adequada dos resultados, e em condições in vivo para 

garantir a seleção de substâncias eficazes com baixos efeitos colaterais adversos (BARBIERI 

et al., 2017). 
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2.6 Família Coulaceae 

Coulaceae Tiegh. é uma das famílias recentemente segregadas de Olacaceae. A família 

inclui apenas três gêneros monotípicos que ocorrem nas áreas tropicais do globo: Coula Baill. 

(com Coula edulis Baill.), que ocorre no oeste da África; Minquartia Aubl. (com M. guianensis 

Aubl.), que ocorre na América Central e do Sul; e Ochanostachys Mast. (com Ochanostachys 

amentacea Mast.) que ocorre no oeste da Malásia (Figura 3) (NICKRENT et al., 2010; COSTA-

LIMA e CHAGAS, 2023). 

 

Figura 3 - Mapa da distribuição mundial da família Coulaceae 

Fonte: Global Biodiversity Information Facility (2023) 

 

2.6.1 Características químicas da família Coulaceae 

Na família Coulaceae já foi encontrado um poliacetileno denominado ácido 

minquartinoico (1) na espécie Ochanostachys amentaceae (RASHID et al. 2001).  

Já foram isolados do extrato DCM-MeOH das cascas do caule de Coula edulis o ácido 

n-hexadecanoide (2) e o 3-O-β-D-glicopiranosídeo de sitosterol (3) (TAMAKOU, 2011). 

O estudo fitoquímico das cascas do caule de C. edulis também resultou no isolamento 

do ácido minquartinoico, bem como dos fenólicos cianidina (4), ácido gálico (5) e ácido elágico 

(6) (FORT et al., 2000). 

Todas a estruturas químicas das substâncias isoladas das espécies pertencentes a 

Coulaceae podem ser vistas na Figura 4. 
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Figura 4 - Estruturas químicas das substâncias isoladas de espécies da família Coulaceae 
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2.6.2 Atividade biológica de espécies da família Coulaceae 

Os extratos e as substâncias obtidas de espécies de Coulaceae possuem registros de 

atividades biológicas, como o ácido minquartinoico isolado de Ochanostachys amentaceae que 

apresentou atividade anti-HIV (RASHID et al., 2001). Também isolado de M. guianensis 

(MARLES, FARNSWORTH e NEILL, 1989) ele mostrou atividade frente ao Plasmodium 

falciparum e Leishmania major (RASMUSSEN et al., 2000). 

Da espécie C. edulis o extrato etanólico das cascas do caule e de folhas foram ativos 

frente a P. aeruginosa, S. aureus, E. coli, S. typhi e C. albicans (ADEBAYO-TAYO e 

AJIBESIN, 2008). O extrato metanólico das cascas do caule apresentou atividade atiplasmódica 

e citotóxica (ZOFOU et al., 2011). O extrato metanólico das sementes foi ativo frente a E. coli 

AG102 e K. pneumoniae K2a (32 𝜇g/mL) (DZOTAM e KUETE, 2017). O extrato DCM-MeOH 

das cascas do caule apresentaram atividade antidermatofídica frente a Microsporum audouinii 

e Trichophyton mentagrophytes, desse extrato foram isolados as substâncias 3-O-β-D-

glicopiranosídeo de sitosterol e a mistura de β-sitosterol, estigmasterol e ácido n-hexadecanoico 

que também apresentaram essa mesma atividade (TAMAKOU et al., 2011). O extrato aquoso 

e extrato em acetona das sementes apresentaram atividade em ensaio antioxidante de DPPH e 

Fe3+/fenantrolina (ITA e NDUKWE, 2017). 

 

2.6.3 Minquartia guianensis Aubl. 

M. guianensis (Figura 5), também conhecida popularmente por acariquara-roxa, 

acariquara, acari, é uma planta pertencente à família Coulaceae que tem ocorrência geográfica 

associada com florestas neotropicais. É encontrada na América Central: Nicarágua, Costa Rica 

e Panamá, em algumas ilhas do Caribe e no norte da América do Sul: nas Guianas, Suriname, 

Colômbia, Venezuela, Equador, Peru, Bolívia e Brasil (Figura 6). As sinonímias dessa espécie 

são: Eganthus poeppigi, Endusa punctata, Minquartia punctata, M. macrophylla, M. parvifolia 

e Secretania loranthacea (CAMARGO e FERRAZ, 2004; COSTA-LIMA e CHAGAS, 2023). 

Apresenta distribuição geográfica no Brasil nas regiões: Norte (Acre, Amazonas, 

Amapá, Pará, Rondônia, Roraima), Nordeste (Maranhão) e Centro-oeste (Mato Grosso). Pode 

ser encontrada em floresta ciliar ou galeria, floresta de igapó e floresta de terra firme (ROSSI, 

2015; COSTA-LIMA e CHAGAS, 2023). 

O uso principal da M. guianensis provém de sua madeira, já que ela apresenta uma alta 

resistência mecânica e alta durabilidade mesmo em ambientes aquáticos, marinhos ou fluviais 

(RIBEIRO et al., 1999; CAMARGO e FERRAZ, 2004).  
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    Figura 5 - Minquartia guianensis 

Autor (2022) 

 

    Figura 6 - Distribuição geográfica da espécie M. guianensis no mundo 

     Fonte: Flora do Brasil (2023) 
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2.6.4 Características químicas e biológicas da M. guianensis 

Estudos com o extrato metanólico das cascas dessa espécie relatam a toxicidade contra 

Artemia franciscana (QUIGNARD et al., 2003). Outro estudo relata a atividade do extrato 

hidroalcoólico contra Plasmodium falciparum (RUIZ et al., 2011).  

 A partir do fracionamento do extrato clorofórmico das cascas do caule já foi descrito o 

isolamento do poliacetileno ácido (-)-17-hidroxi-9,11,13,15-octadecatetrainóico, também 

conhecido como ácido minquartinoico (7), que apresentou atividade citotóxica frente a células 

de leucemia linfocítica P-388 (MARLES, FARNSWORTH e NEILL, 1989). Essa substância 

também foi isolada das cascas do caule de M. guianensis, onde o ácido minquartinoico após ser 

submetido a um bioensaio frente a Plasmodium falciparum e Leishmania major, agentes 

etiológicos da malária e leishmaniose, respectivamente, demonstrou atividade moderada in 

vitro (RASMUSSEN et al., 2000). 

Em outro estudo com cascas do caule da M. guianensis é relatada a identificação da 

xantona lichexantona (8), e dos triterpenos: eritrodiol (9) e eritrodiol esterificado com ácidos 

graxos (10), betulina (11) e betulina esterificada com ácidos graxos (12), ácido minquartinoico, 

éter derivado do eritrodiol (13) e 13,28-epoxi-3-acetoxi-11-oleaneno (14) (EL-SEEDI et al., 

1994). O estudo do extrato metanólico das cascas do caule descreveu o isolamento do triterpeno 

policarpol (15) (JAYASURIYA et al., 2005). 

 Os triterpenos lupeol (16), taraxerol (17), lupen-3-ona (18) e esqualeno (19) foram 

isolados do extrato diclorometânico das folhas de M. guianensis (CURSINO et al., 2009). O 

triterpeno ácido oleanólico (20) também foi isolado partir do extrato diclorometânico das 

folhas, e o extrato diclorometânico dos galhos possibilitou o isolamento do triterpeno 3-

metoxi-lup-20(29)-eno (21). O esqualeno e o taraxerol (previamente isolados) foram avaliados 

por ensaio in vitro contra Plasmodium falciparum, demonstrando uma atividade parcial como 

resultado (CURSINO et al., 2012). As estruturas químicas dessas substâncias podem ser 

visualizadas na Figura 7. 

Os extratos hexânicos das folhas e galhos de M. guianensis também se mostraram ativos 

frente à S. aureus e o extrato metanólico dos galhos foi ativo frente à Candida albicans por 

meio da técnica de difusão em ágar. Por meio do método de microdiluição apresentaram CIM 

(concentração inibitória mínima) superior a 1 mg/mL para S. aureus, S. mutans e C. albicans 

(CAMARGO, 2011). 

Em outro estudo, o ácido minquartinoico isolado foi sugerido como sendo o responsável 

pelo potencial antifúngico contra o patógeno Cryptococcus gattii (CURSINO, 2011a). Cursino 

et al. (2011b) avaliaram a atividade antibacteriana de extratos de M. guianensis frente às 
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(8) (9) R = H 

(10) R = ácidos graxos 

 

(7) 

(11) R = H 

(12) R = ácidos graxos 

 

(13) R = H 

(14) R = COCH3 
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bactérias Gram-negativas (Shigella flexneri M90T, Salmonella choleraesuis 6958, E. coli 

E2348/69) e Gram-positivas (S. aureus 33591 e S. aureus 25923 sensíveis a meticilina, Bacillus 

cereus 9634, Bacillus liquefaciens). O extrato que obteve maior desempenho de inibição sobre 

a maioria dos microrganismos testados foi o DCM das folhas. Desse extrato já haviam sido 

isolados quatro triterpenos, que não puderam ser testados devido à baixa quantidade de massa 

(CURSINO et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Estruturas químicas de algumas substâncias isoladas da espécie M. guianensis 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Geral 

Isolar substâncias bioativas dos extratos de Minquartia guianensis contra bactérias 

patogênicas de interesse clínico. 

 

3.2 Específicos 

➢ Avaliar o perfil químico dos extratos de folhas e galhos de M. guianensis. 

➢ Avaliar a atividade dos extratos de M. guianensis frente a bactérias patogênicas. 

➢ Isolar as substâncias presentes nos extratos ativos de M. guianensis. 

➢ Identificar ou elucidar a estrutura química das substâncias isoladas de M. guianensis. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 Procedimentos gerais  

No presente projeto foi realizada a bioprospecção dos extratos de M. guianensis. Para 

isso, foi feita inicialmente a coleta da planta, extração com solventes orgânicos e avaliação dos 

extratos vegetais em ensaio antibacteriano. Os extratos ativos foram fracionados, e as 

substâncias isoladas e identificadas. Todo o desenvolvimento da metodologia foi realizado no 

Laboratório de Bioprospecção e Biotecnologia (LABB) do Instituto Nacional de Pesquisas da 

Amazônia (INPA). 

 

4.2 Coleta do material vegetal 

O material vegetal (folhas e galhos) foi coletado na Reserva Florestal A. Ducke (Figura 

8), localizada no Km 26, rodovia AM 010, município de Manaus - AM, no dia 19 de dezembro 

de 2018, GPS: S 02º56.005’ W 059º57.960’. Uma exsicata foi preparada e enviada para 

identificação taxonômica no Herbário da Coordenação de Pesquisas em Botânica (CPBO) do 

INPA, onde foi comparada com uma exsicata previamente depositada sob o número 179.806. 

O estudo conta com o registro SISGEN sob o número ACCD2F4. 

 

Figura 8 - Imagem da área de coleta da Reserva Ducke 

Google Maps (2023) 
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4.3 Preparo do material vegetal e obtenção dos extratos 

Primeiramente o material vegetal foi separado em folhas e galhos. Posteriormente foram 

secos em estufa de circulação a 40 °C (TE – 394/2, Tecnal), as folhas foram moídas em moinho 

de facas (SL – 31, Solab) e os galhos em moinho de martelo (DPM – 4, Nogueira). Após essa 

etapa cada material seco e moído (1,3 kg de folhas e 1,2 kg de galhos) foi acondicionado em 

frascos Erlenmeyer e extraído em banho de ultrassom na frequência de 40 kHz (Unique, modelo 

Ultra Cleaner, Brasil), utilizando o solvente hexano (Hex) e em seguida metanol (MeOH) 

(Figura 9). Foram realizadas três extrações consecutivas com duração de 20 minutos para cada 

solvente utilizado. Após extração, o extraído obtido foi filtrado e concentrado em evaporador 

rotatório (Fisatom, modelo 550, Brasil) a 60 rotações por minuto (rpm) sob a temperatura de 

30 °C, posteriormente pesados em balança de precisão analítica. 

 

Figura 9 - Fluxograma apresentando a metodologia geral utilizada para a obtenção dos extratos das folhas e dos 

galhos de M. guianensis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 Avaliação da atividade antibacteriana dos extratos 

Esse bioensaio foi realizado no próprio Laboratório de Bioprospecção e Biotecnologia 

(LABB) do INPA. As cepas utilizadas (Tabela 4) foram cedidas pelo Laboratório de 

Microrganismos de Referência do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde, da 

Fundação Oswaldo Cruz. 

Folhas / Galhos 

(secos e moídos) 

Extrato 

hexânico 
Torta 

Extrato 

metanólico 
Resíduo 

1)   Extração com hex em banho de ultrassom por 20 minutos. 

2)   Filtração. 
3)   Concentração do extrato em rotaevaporador. 

3x 

1) Extração com MeOH em banho de ultrassom por 20 minutos. 
2) Filtração. 
3) Concentração do extrato em rotaevaparorador. 

3x 
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Tabela 4 - Cepas das bactérias utilizadas no ensaio antibacteriano e suas respectivas identificações 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Preparação do inóculo 

Os microrganismos testes foram repicados em 10 mL de caldo Müeller-Hinton (MH), 

posteriormente a suspensão foi incubada durante um período de 16 a 24 h, para a reativação. 

Após turvação do caldo MH, foram preparadas as suspensões bacterianas ajustando-se a 

turbidez da cultura em caldo em crescimento ativo com solução salina estéril ou caldo, a 

concentração do inóculo foi padronizada comparando a turbidez com a solução padrão 0,5 da 

escala de McFarland em espectrofotômetro no λ 625 nm (FENTOM – Cirrus 80ST), obtendo-

se uma absorbância entre 0,08 e 0,10 equivalente a uma suspensão bacteriana contendo 

aproximadamente de 1 a 2 x 108 unidades formadoras de colônias (UFC/mL). 

 

Avaliação da atividade antibacteriana dos extratos pelo método de microdiluição em caldo 

A avaliação da atividade antibacteriana foi realizada pelo método de microdiluição em 

placas de 96 poços seguindo a metodologia adaptada da CLSI (2015). Após a padronização do 

inóculo, diluiu-se a suspensão em caldo na proporção de 1:20, para que após a inoculação cada 

poço contivesse aproximadamente 5 x 105 UFC/mL. Foi efetuada a diluição das amostras (10 

mg) em DMSO a 2,5% na concentração de 1000 μg/mL, em seguida 100 μL de cada diluição 

dos extratos foram adicionados nos poços da placa em triplicata, cada poço foi inoculado com 

10 μL da suspensão bacteriana previamente preparada. Foi utilizado como controle positivo 

oxitetraciclina na concentração de 125 μg/mL (antibiótico + microrganismo), como controle 

negativo (DMSO 2,5% + microrganismo) e como controle de esterilidade do caldo (três poços 

contendo apenas o caldo). 

Coloração de Gram Bactérias Cepas 

 

 

Gram-negativa 

 

 

 

Aeromonas hydrophila (-) CBAM 0162 

Citrobacter freundii (-) CBAM 0702 

Edwardsiella tarda (-) CBAM 1594 

Escherichia coli (-) CBAM 0006 

Klebsiella pneumoniae (-) CBAM 0051 

Pseudomonas aeruginosa (-) CBAM 0519 

Pseudomonas fluorescens (-) CBAM 1352 

Serratia marcescens (-) CBAM 0069 

Salmonella enteridis (-) CBAM 6951 

Gram-positiva Staphylococcus aureus (+) CBAM 0026 
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Após a inoculação das placas, foi feita uma primeira leitura de absorbância no λ de 

625 nm em espectrofotômetro tipo ELISA (Thermo scientific, modelo Multiskan GO). 

Posteriormente as placas foram incubadas por 24 h a 35 ± 2 °C em estufa de crescimento 

microbiano. Após o período de incubação foi feita uma segunda leitura no espectrofotômetro 

sob as mesmas condições da primeira. A atividade inibitória foi avaliada pela diferença das 

densidades ópticas entre as duas leituras. Os dados foram submetidos a análise de variância 

(ANOVA) simples, seguido da comparação de média pelo teste Dunnet, considerando um 

intervalo de confiança de 95% (p < 0,05). Também foi adicionado junto aos poços 40 μL de 

revelador (cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazóleo) e aguardando 30 minutos em temperatura 

ambiente. Onde houvesse crescimento bacteriano, os poços seriam revelados em vermelho, e 

onde não houvesse crescimento, os poços permaneceriam incolores.  

 

4.5 Análises químicas dos extratos vegetais de folhas e galhos de M. guianensis 

Os extratos brutos foram analisados por Cromatografia em Camada Delgada 

Comparativa (CCDC) para se obter informações sobre as classes químicas presentes. Para isso, 

alíquotas dos extratos solubilizados (10 mg/mL) foram aplicadas, com auxílio de capilares de 

vidro, em placas cromatográficas de sílica gel (5 x 5 cm, da Alugram® Xtra SIL G/UV254). 

Posteriormente, as cromatoplacas foram eluídas em cuba cromatográfica previamente saturada 

(por 5 a 10 min) com diferentes sistemas de solventes orgânicos em combinações binárias e 

conforme a polaridade da amostra. 

Após a seleção do sistema de eluição mais eficiente, as cromatoplacas foram observadas 

em câmara de luz ultravioleta (revelador físico) nos comprimentos de onda (λ) 254 e 365 nm, 

e em seguida reveladas com reagentes químicos como: anisaldeído sulfúrico para detecção de 

terpenos e outras classes, sulfato cérico [Ce(SO4)2] para detecção de terpenos, cloreto férrico 

(FeCl3, solução etanólica 10%) para detecção de substâncias fenólicas, e NP/PEG (solução 

metanólica 1% de difenilboriloxietilamina/solução etanólica 5% de polietilenoglicol 4000) para 

confirmar a presença de flavonoides. Assim, consequentemente, foi possível estabelecer uma 

estratégia para a separação e purificação de suas substâncias. 

Os extratos também foram analisados por Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 

1H para se obter informações a respeito das classes químicas presentes, e dessa forma 

estabelecer uma estratégia para o fracionamento e purificação das moléculas. 
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4.6 Fracionamento do extrato metanólico dos galhos de M. guianensis 

 

4.6.1 Partição líquido-líquido do extrato metanólico dos galhos de M. guianensis 

Após análises por CCDC e do ensaio biológico, o extrato metanólico dos galhos foi 

submetido a técnica de partição líquido-líquido, visando uma semipurificação das substâncias 

em grupos de coeficientes de partição semelhantes.  

A amostra foi solubilizada na proporção de 1:25 (1 g de extrato para 25 mL de solvente) 

numa mistura de MeOH e água destilada (1:1), sendo extraída três vezes com acetato de etila 

(AcOEt) e posteriormente concentrada em evaporador rotatório a 30 °C, resultando na fase 

AcOEt. Por fim, a fase hidrometanólica resultante foi seca em SpeedVac. 

 

4.6.2 Fracionamento da fase AcOEt do extrato metanólico dos galhos 

Para a seleção da fase estacionária, uma pequena alíquota da fase AcOEt foi solubilizada 

em MeOH, analisada por CCDC em diferentes sistemas de solvente e diferentes reveladores 

químicos, e com base nas informações obtidas foi possível propor qual fase estacionária seria 

mais adequada para o fracionamento. 

 Foram realizados dois fracionamentos por cromatografia em coluna aberta (CCA) da 

fase AcOEt (5 g), utilizando duas colunas abertas empacotadas com Sephadex LH-20 (h x ø = 

47 cm x 3 cm).  

No topo de cada coluna empacotada foram aplicados 2,5 g de fase AcOEt, seguida de 

eluição em modo isocrático com MeOH 100%. Foram coletadas 25 frações de 20 mL em cada 

coluna. Após análise do perfil químico por CCDC, as frações da primeira coluna foram reunidas 

com as suas equivalentes da segunda. 

 

Refracionamento da fração Ga.FAc.F4-7 

A fração Ga.FAc.F4-7 (1,6 g) foi refracionada em coluna aberta de SiO2 (Macherey-

Negal, 0,04-0,063 mm/230-400 mesh ASTM) com os sistemas descritos na Tabela 5, foram 

coletadas 40 frações com volumes de 25-50 mL.  

Todos os fracionamentos realizados a partir dessa fração podem ser observados na 

Figura 10, página 42. 
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Tabela 5 - Sistemas de solvente utilizados no refracionamento da fração Ga.FAc.F4-7 

Sistemas Frações coletadas 

DCM 100% F0-15 

DCM/AcOEt (95:5) F16-17 

DCM/AcOEt (8:2) F18-19 

DCM/AcOEt (7:3) F20-21 

DCM/AcOEt (1:1) F22-26 

AcOEt 100% F29-30 

AcOEt/MeOH (7:3) F31-37 

AcOEt/MeOH (6:4) F38-39 

AcOEt/MeOH (1:1) F40 

 

 

A fração Ga.FAc.F4-7.F8-10 (20 mg) foi refracionada em coluna aberta de SiO2, 

resultando na coleta de 7 frações com volumes de 10 mL. Na análise de CCDC a fração 4-5 

(5,5 mg) apresentou uma banda de coloração roxa em anisaldeído sulfúrico e lilás em Ce(SO4)2, 

com Rf  = 0,48  (Figura 10). Após ser analisada por RMN de 1H e 13C, foi denominada como a 

mistura de substâncias 1 e 2. 

A fração Ga.FAc.F4-7.F5-7 (7 mg) foi refracionada em coluna aberta de SiO2, da qual 

8 frações de aproximadamente 5 mL foram coletadas.  Após análise por CCDC, a fração 5 foi 

recristalizada, adicionando 0,5 mL de MeOH na amostra e em seguida a aquecendo até que os 

cristais solubilizassem. Posteriormente a fração foi mantida no freezer por 24 h e após esse 

tempo foi feita a coleta do sobrenadante com o auxílio de uma pipeta pasteur, resultando em 

duas subfrações: a subfração 5.1 (2,5 mg) que formou cristais brancos; e a subfração 5.2 (o 

sobrenadante coletado). Os cristais, após apresentarem um banda de coloração roxa (Rf  = 0,38)  

em anisaldeído e lilás em Ce(SO4)2 na análise por CCDC, foram analisados por RMN de 1H e 

13C e em seguida denominados como mistura das substâncias 3 e 4.  

Após análise de CCDC, a fração Ga.FAc.F4-7.F2-3 (12 mg) foi refracionada em coluna 

aberta de SiO2, resultando em 11 frações de 5 mL . Na análise por CCDC, as frações 0-1 (5 mg) 

foram reunidas pois apresentaram uma banda de coloração amarela quando reveladas em 

anisaldeído. Essa fração foi enviada para análise de RMN de 1H e 13C, e posteriormente 

denominada como a mistura de substâncias 5 e 6. 
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Figura 10 - Fluxograma do fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH dos galhos e obtenção das 

substâncias 1 a 6 
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Refracionamento da fração Ga.FAc.F12-13 

A fração reunida Ga.FAc.F12-13 (200 mg) foi refracionada em coluna aberta de SiO2 

com os sistemas descritos na Tabela 6. Foram coletadas 47 frações com volumes de 25 mL, que 

forma analisadas por CCDC e reunidas. 

 

Tabela 6 - Sistemas utilizados e frações coletadas no refracionamento da fração Ga.FAc.F12-13 

Sistemas Frações coletadas 

DCM 100% F0-4 

DCM/AcOEt (9:1) F5-9 

DCM/AcOEt (8:2) F10-12 

DCM/AcOEt (7:3) F13-15 

DCM/AcOEt (6:4) F16-17 

DCM/AcOEt (1:1) F18-22 

DCM/AcOEt (4:6) F23-27 

DCM/AcOEt (2:8) F28-31 

DCM/AcOEt (1:9) F32-33 

AcOEt 100% F34-35 

AcOEt/MeOH (9:1) F36-40 

AcOEt/MeOH (8:2) F41-42 

AcOEt/MeOH (7:3) F43-44 

AcOEt/MeOH (6:4) F45-46 

AcOEt/MeOH (1:1) F47-48 

 

 

Na análise por CCDC a fração 20-21 apresentou uma mancha escura de Rf = 0,51 

quando revelada com FeCl3 e fluorescência intensa em NP/PEG quando observada em câmara 

de luz UV em 365 nm. Essa fração foi purificada por CLAE (cromatografia líquida de alta 

eficiência) em coluna semipreparativa (250 x 10,0 mm) Luna 5µ C18(2) 100A (Phenomenex), 

com fluxo analítico de 4,7 mL/min., MeOH 70% e pH 5, sendo a fração P2 denominada como 

substância 7, após análise RMN de 1H uni e bidimensionais (Figura 11). 
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Refracionamento da fração Ga.FAc.F14-15 

A fração Ga.FAc.F14-15 (260 mg) foi refracionada em uma coluna aberta de florisil 

(60-100 mesh – Macherey-Nagel) (Figura 12) com os sistemas de solvente descritos na Tabela 

7. Foram coletadas 48 frações com volumes de 50 mL. 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Fluxograma do fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH dos galhos e obtenção da 

substância 7 
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Tabela 7 - Sistemas utilizados e frações coletadas no refracionamento da fração Ga.FAc.F14-15 

Sistemas Frações coletadas 

DCM 100% F0-2 

DCM/AcOEt (1:1) F3-5 

DCM/AcOEt (3:7) F6-7 

AcOEt 100% F8-10 

AcOEt/MeOH (9:1) F11-13 

AcOEt/MeOH (8:2) F14-16 

AcOEt/MeOH (7:3) F17-19 

AcOEt/MeOH (1:1) F20-23 

AcOEt/MeOH (4:6) F24-28 

            AcOEt/MeOH (3:7) F29-33 

AcOEt/MeOH (2:8) F34-38 

AcOEt/MeOH (1:9) F39-41 

MeOH 100% F42-48 

 

 

Após análise por CCDC, a fração 24-27 (100 mg) foi refracionada em coluna aberta de 

SiO2 com os sistemas AcOEt/MeOH (9:1) até MeOH 100%. Desse fracionamento, a fração       

7-9 em análise por CCDC, apresentou uma mancha escura quando observada em câmara UV 

no comprimento de onda de 254 nm, uma mancha escura quando revelada com FeCl3 e uma 

macha de coloração vermelha em anisaldeído sulfúrico, Rf = 0,58. Essa fração foi enviada para 

análise de RMN 1H uni e bidimensionais, e posteriormente denominada como substância 8. 
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4.7 Fracionamento do extrato metanólico das folhas de M. guianensis 

 

4.7.1 Partição líquido-líquido do extrato metanólico das folhas 

Após análise por CCDC, o extrato metanólico das folhas foi submetido a uma partição 

líquido-líquido. Foram utilizados 20 g do extrato solubilizados na proporção 1:25 numa mistura 

de MeOH e água destilada (1:1). Foram feitas três extrações com AcOEt e posteriormente 

concentração da fase AcOEt em evaporador rotatório a 60 rpm sob a temperatura de 30 °C e 

posteriormente pesada em balança de precisão analítica. A fase hidrometanólica das folhas foi 

seca em SpeedVac. Ambas as fases foram analisadas por CCDC. 

 

 

 

Figura 12 - Fluxograma do fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH dos galhos e obtenção da 

substância 8 

 

// 

Fase AcOEt do extrato 

MeOH dos galhos 

(5 g) 

4-7 

1,2 g 

CC Sephadex LH-20 (h x ø = 47 cm x 3 cm) 

MeOH 100% isocrático 

0-3 

1,0 g 

 

// 

// 

F7-9 

Subst. 8 

3 mg 

 

// 

23 

 

CC florisil (26 g) (h x ø = 29 cm x 1,9 cm) 

Eluente: DCM, DCM/AcOEt, AcOEt 100%, 

AcOEt/MeOH e MeOH 100% 

Frações: 38  

 

24-28 

100 mg 

// // 

12-13 

0,200 g 

 

14-15 

0,260 g 

23-25 

0,839 g 

 

// 

CC SiO2 (10 g) 

(h x ø = 29 cm x 1,7 cm) 

Eluente: AcOEt/MeOH, MeOH 100% 

Frações: 30  

 

AcOEt/MeOH (4:6) 

AcOEt/MeOH (8:2) 
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4.7.2 Fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH das folhas 

A fase AcOEt das folhas foi submetida a um fracionamento em coluna filtrante. A massa 

total dessa fase foi de 12,5 g, que foi dividida em três partes iguais com 4,16 g cada. Foram 

realizadas três colunas filtrantes com a massa dividida da fase AcOEt das folhas.  

Em um funil de Büchner foram adicionados 254,2 g de SiO2 em seguida foram aplicados 

4,16 g da fase AcOEt das folhas, previamente prepara como pastilha (amostra + SiO2). Foram 

utilizados como fase móvel os sistemas DCM 100%, DCM/AcOEt (1:1), AcOEt 100%, 

AcOEt/MeOH (1:1) e MeOH 100%. Após o fracionamento com o auxílio de bomba a vácuo, 

foram coletadas 5 frações. Esse mesmo processo foi feito com as outras duas partes divididas 

da fase AcOEt das folhas, que foram reunidas com as frações equivalentes coletadas 

anteriormente. As cinco frações coletadas foram analisadas por CCDC e reveladas em câmara 

de luz UV 254 e 365 nm, e com os reagentes anisaldeído sulfúrico, Ce(SO4)2 e FeCl3 e NP/PEG. 

 

Refracionamento da fração Fo.FAc.F1-2 

Após análise por CCDC, a fração Fo.FAc.F1-2 (657 mg) foi refracionada em coluna de 

Sephadex LH-20, utilizando como eluente MeOH 100% em modo isocrático. Foram coletadas 

21 frações de 50 mL, as quais foram analisadas por CCDC. Desse fracionamento a fração 7-10 

foi reunida e refracionada em uma coluna aberta de SiO2 utilizando os sistemas de solvente 

descritos na Tabela 8. As 24 frações coletadas (volume de 30 mL) foram analisadas por CCDC.  

 

 

Tabela 8 - Sistemas utilizados e frações coletadas no refracionamento da fração 7-10 

Sistemas Frações coletadas 

hex/DCM (1:1) F0-8 

hex/DCM (4:6) F9-12 

hex/DCM (3:7) F13-14 

hex/DCM (25:75) F15-25 

hex/DCM (2:8) F26-38 

hex/DCM (15:85) F39-40 

hex/DCM (1:9) F41-43 

DCM 100% F46-47 

DCM/AcOEt (95:5) F48-49 

            DCM/AcOEt 9:1) F50-57 

DCM/AcOEt (8:2) F58-59 
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DCM/AcOEt (7:3) F60-62 

DCM/AcOEt (1:1) F63-64 

AcOEt 100% F65-70 

 

 

Na análise por CCDC foi possível observar indícios da presença de terpenos na fração 

11 quando revelada com anisaldeído sulfúrico, havendo formação de uma mancha de coloração 

lilás (Rf = 0,40) na cromatoplaca (Figura18). A fração 11 foi enviada para análise de RMN de 

1H e 13C, e depois denominada a mistura de substâncias 9 e 3. 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Fluxograma do fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH das folhas e obtenção da 

substância 9 e 3. 

7-10 

296 mg 

11 

Subst.  9 e 3 

2 mg 

20-21 0-3 

24 0-1 

Fase AcOEt do extrato 

MeOH das folhas 

(12,5 g) 

1-2 

0,657 g 

3 

0,693 g 

4 

1,082 g 
5 

0,896 g 

CC sephadex LH-20 (h x ø = 37 x 2,2 cm) 

Eluente: MeOH 100% isocrático 

Frações: 21 

CC SiO
2
 (26 g) (h x ø = 26 x 2,2 cm) 

Eluente: hex/DCM, DCM, DCM/AcOEt, AcOEt 100% 

Frações: 24 

  

Coluna filtrante de SiO
2 
 

Eluente: DCM, DCM/AcOEt, AcOEt 100%, 

AcOEt/MeOH, MeOH 100% 

Frações: 5 

DCM 100%, DCM/AcOEt (1:1) AcOEt 100% AcOEt/MeOH (1:1) MeOH 100% 
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4.8 Caracterização estrutural das substâncias isoladas 

4.8.1 Ressonância magnética nuclear (RMN) 

As substâncias foram solubilizadas em clorofórmio deuterado (CDCl3, Cambridge 

Isotope Laboratories) e metanol deuterado (MeOH-d4, Cambridge Isotope Laboratories). Os 

espectros de ressonância magnética nuclear (RMN) foram obtidos em equipamento Fourier 300 

(Bruker) na Central analítica do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA), operando 

a 300 MHz para 1H uni e bidimensionais como COSY (Correlated Spectroscopy) e HSQC 

(Heteronuclear Single Quantum Correlation), e 75 MHz para 13C [Broad Band Decoupling 

(BBD) e Distortionless Enhancement by Polarization Transfer (DEPT) 135º]. Os 

deslocamentos químicos (δ) foram expressos em unidades de partilha por milhão (ppm), e as 

constantes de acoplamentos (J) foram expressas em Hz para se referir às multiplicidades dos 

picos, usando tetrametilsilano (TMS) como padrão interno. 

 

4.8.2 Espectrometria de massas 

As análises por espectrometria de massas foram realizadas na fonte de ionização ESI 

(Eletron Spray Ionization) nos modos positivo e negativo. As análises em LC-DAD-MS 

(Cromatografia Líquida Ultra Rápida Acoplada a Detector por Arranjo de Diodos e a 

Espectrômetro de Massas) foram obtidas pelo cromatógrafo Prominense UFLC (Shimadzu), 

equipado com bomba binária LC-20AT, detector de arranjo de diodos SPDM-20A e injetor 

automático SIL-20A, assim como espectrômetro de massas MicroTOF-Q II (Bruker) de alta 

resolução. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Rendimento dos extratos das folhas e galhos de M. guianensis 

Os rendimentos obtidos dos extratos brutos das folhas e dos galhos podem ser 

observados na Tabela 9. Os extratos metanólico de folhas e galhos apresentaram rendimentos 

acima de 4,5%, enquanto os extratos hexânicos tiveram rendimentos entre 0,6 e 1,1%. Esses 

rendimentos da extração corroboram com outros trabalhos desenvolvidos que utilizam 

solventes com essa polaridade. Pode-se destacar que os extratos metanólicos se sobressaem aos 

rendimentos dos extratos hexânicos devido a diferença na polaridade dos solventes, com o 

metanol possuindo maior grau de extração (TRUONG et al., 2019). 

 

Tabela 9 - Rendimento dos extratos obtidos a partir da extração das folhas e dos galhos de M. guianensis 

Material vegetal 

coletado 

Material vegetal seco 

(kg) 
Extrato 

Massa do extrato 

(g) 

Rendimento 

(%) 

Folhas 1,4 

Ext.Hex.Fo 15,6 1,11 

Ext.MeOH.Fo 86,0 6,14 

Galhos 1,5 

Ext.Hex.Ga 9,0 0,64 

Ext.MeOH.Ga 64,0 4,57 

Ext.Hex.Fo: extrato hexânico das folhas; Ext.MeOH.Fo: extrato metanólico das folhas; Ext.Hex.Ga: extrato 

hexânicos dos galhos; Ext.MeOH.Ga: extrato metanólico dos galhos 

 

5.2 Análise por CCDC dos extratos brutos das folhas e galhos de M. guianensis 

De acordo com a análise de CCDC (Figura 20), os extratos hexânicos das folhas e dos 

galhos possuem a presença de substâncias características de terpenos por apresentarem bandas 

de coloração roxa/lilás quando revelados com o reagente anisaldeído sulfúrico, e coloração roxa 

e laranja quando revelados com Ce(SO4)2. As fluorescências visualizadas em λ 365 nm indicam 

a presença de moléculas com duplas ligações conjugadas. Quando esses extratos foram 

revelados com FeCl3 verificou-se que não há presença de substâncias fenólicas, pois não houve 

formação de mancha escura, característica nesse reagente quando há a presenças dessa classe 

de substâncias. 
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Como observado na Figura 21, os extratos MeOH das folhas e dos galhos mostraram a 

presença de substâncias fenólicas quando revelados com FeCl3, sendo possivelmente taninos 

hidrolisáveis pela cor azulada. Quando reveladas com NP/PEG foi observado a possível 

presença de flavonoides, pois ao analisar sob luz UV λ 365 nm observou-se intensificação das 

fluorescências ao longo da cromatoplaca. Os extratos, principalmente o MeOH dos galhos, ao 

serem revelados com Ce(SO4)2 e anisaldeído sulfúrico apresentaram algumas bandas de 

coloração roxa/lilás, indicando possivelmente a presença de terpenos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C D C D C D C D C D C D 

UV 254 nm        UV 365 nm       NP/PEG              FeCl
3          

       Ce(SO
4
)

2 
           Anisaldeído 

A B A B A B A B A B A B 

UV 254 nm       UV 365 nm         NP/PEG                  FeCl
3          

         Ce(SO
4
)

2 
           Anisaldeído 

Figura 14 - Placas de CCDC dos extratos hexânicos das folhas e galhos de M. guianensis. (A) ext.Hex.Fo, 

(B) ext.Hex.Ga. Sistema: DCM 100% 

Figura 15 - Placas de CCDC dos extratos metanólicos das folhas e galhos de M. guianensis. 

(C) ext.MeOH.Fo, (D) ext.MeOH.Ga. Sistema: DCM/MeOH (9:1) 
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5.3 Identificação das substâncias isoladas 

5.3.1 Esteroides 

 

5.3.1.1 Substâncias 1 e 2: β-sitosterol e estigmasterol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A mistura das substâncias 1 e 2 foi obtida da fase AcOEt do extrato MeOH dos galhos 

como cristais brancos. Na análise por CCDC foi observada uma macha roxa/lilás em 

anisaldeído sulfúrico e Ce(SO4)2, com Rf = 0,48 (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 O espectro de RMN de 1H (Figura 18) apresentou sinais nas regiões entre δ 0,69 a 2,33, 

referentes a hidrogênios metílicos, metilênicos e metínicos, característicos de triterpenos e 

esteroides, com a presença do sinal em δ 0,69, um simpleto largo com integral para três 

hidrogênios, que é característico dos esteroides estigmasterol e β-sitosterol. Apresentou 
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Figura 16 - Estrutura das substâncias (1) β-sitosterol e (2) estigmasterol  

Figura 17 - Cromatoplacas de CCDC da fração 4 reveladas em anisaldeído sulfúrico (esquerda) 

e Ce(SO4)2 (direita). Sistema: DCM/AcOEt (9:1) 
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também um multipleto em δ 3,52 atribuído a um hidrogênio ligado a carbono carbinólico, H-3 

de ambos os esteroides. Em δ 5,35 (2H, dl, J = 5,1 Hz), atribuído ao hidrogênio olefínico na 

posição H-6 de ambos os esteroides, e ainda dois duplos dupletos em δ 5,15 (1H, J =15,2 e 8,4 

Hz) e em δ 5,01 (1H, dd, J = 15,2 e 8,6 Hz) referentes aos hidrogênios H-22 e H-23 do esteroide 

estigmasterol, diferenciando-se assim o β-sitosterol. A comparação dos dados espectroscópicos 

(Tabela 10) obtidos com os descritos na literatura permitiu confirmar que se tratava da mistura 

constituída pelos esteroides β-sitosterol e estigmasterol (PEDROZA et al., 2020). 

As percentagens aproximadas dos dois constituintes na mistura foram calculadas com 

base na integração dos sinais correspondentes a H-6 e H-22 e H-23, e permitiram deduzir que 

a mistura de β-sitosterol e estigmasterol está na proporção (1,5:1).  

 

Tabela 10 - Dados de RMN de 1H das substâncias β-sitosterol (1) e estigmasterol (2) comparados com a literatura em CDCl3, 

300 MHz (PEDROZA et al., 2020) 

Hidrogênios 
1 - δH 

Observado 

2 - δH 

Observado 

δH 

Literatura  

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

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

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

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

H-23 - (dd) 5,01 (dd) 5,01 

 

Revisões de numerosas espécies de plantas e metabólitos ativos com atividade 

antimicobacteriana, indicam o β-sitosterol e o estigmasterol como componentes fitoquímicos 

importantes nesse processo (CHINSEMBU, 2016; TIWARI et al., 2019).  

A capacidade de inibição do crescimento de M. tuberculosis já foi relatada na literatura 

com CIM de 25 e 100 μg/mL para β-sitosterol e estigmasterol, respectivamente (SUJA, 2017); 

CIM de 128 μg/mL para β-sitosterol e 32 μg/mL para estigmasterol (SALUDES et al., 2002). 

Lozano et al. (2020) relatam o isolamento e identificação da mistura de β-sitosterol e 

estigmasterol a partir de um extrato AcOEt de calos friáveis, o qual foi ativo contra M. 

tuberculosis. 
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Figura 20 - Cromatoplacas de CCDC da fração 5 revelada em anisaldeído sulfúrico (esquerda) 

e Ce(SO4)2 (direita). Sistema: DCM 100% 

5.3.2 Triterpenos 

5.3.2.1 Substâncias 3 e 4: Lupeol e β-amirina 

 

 

 

  

 

 A mistura das substâncias 3 e 4 foi obtida da fase AcOEt do extrato MeOH dos galhos 

como cristais brancos. Na análise por CCDC foi observada uma macha roxa/lilás em 

anisaldeído sulfúrico e Ce(SO4)2, com Rf = 0,38 (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 Para o triterpeno 3, no espectro de RMN de 1H (Figura 21), foi possível observar seis 

simpletos em δ 0,76, 0,79, 0,83, 0,94, 0,97 e 1,03, característicos de hidrogênios de metilas. Foi 

observado outro simpleto em δ 1,68 indicativo de hidrogênios de metilas ligado ao carbono 

insaturado. Outros sinais em destaque são um dupleto em δ 4,69 (1H, d, J = 2,4 Hz) e um duplo 
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Figura 19 - Estrutura das substâncias lupeol (3) e β-amirina (4) 
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dupleto em δ 4,57 (1H, dd, , J = 2,4 Hz) referentes aos hidrogênios vinílicos H-29 da ligação 

dupla terminal, e um sinal em 3,19 (m, 1H) atribuído ao H-3 e característico de um hidrogênio 

carbinólico indicando a presença da configuração β da OH do lupeol. Nos espectros de RMN 

de 13C (Figura 26) e DEPT 135º (Figura 27) foi possível verificar a presença de sete carbonos 

metílicos, onze metilênicos e seis metínicos. Um sinal em δ 79,0 confirmou a presença de 

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

em δ 109,3 foi atribuído ao carbono terminal C-29, característicos de triterpenos com esqueleto 

lupano (CURSINO et al., 2009).  

 O triterpeno 4, no espectro de RMN de 1H (Figura 21), apresentou um sinal em δ 5,18 

(t, 1H, J = 3,6 Hz) referente ao hidrogênio olefínico (H-12) enquanto outro sinal em δ 3,18 (dd, 

J = 11,0 e 5,0 Hz) foi atribuído a H-3 indicando a presença de outro triterpeno oleanano. Os 

espectros de RMN de 13C (Figura 22) e DEPT 135º 13C (Figura 23) apresentaram sinais em δ 

79,0 de C-3 e na região dos olefínicos foram observados dois sinais em δ 145,2 (C) e 121,7 

(CH), indicando a presença da β-amirina (SHAN et al., 2014). 

 A comparação dos dados de RMN com os da literatura (Tabela 11 e 12) possibilitou 

identificar as substâncias como sendo a mistura dos triterpenos: lupeol e β-amirina. Esta 

identificação foi baseada na metodologia que indica que sinais de intensidades semelhantes são 

da mesma substância (OLEA e ROQUE, 1990). 

 O lupeol é considerado um dos mais abundantes triterpenos, sendo identificado em 

diferentes espécies de plantas conhecidas, incluindo a M. guianensis (CURSINO et al., 2009; 

PUEBLA et al., 2010; SIDDIQUE e SALEEM, 2011; OLIVEIRA et al., 2016, BESERRA et 

al., 2018). Essa substância apresenta uma importante relevância, devido ao seu amplo espectro 

de atividades farmacológicas, como atividade antibacteriana (PATIL et al., 2018). De acordo 

com pesquisas já realizadas e associadas a recentes estudos, a síntese química do lupeol melhora 

sua bioatividade para obtenção de substâncias promissoras e propriedades desejáveis 

(MOLINOWSKA et al., 2019). 

 A β-amirina é um dos metabólitos mais importantes da classe dos triterpenos, sendo 

mais potente que a aspirina, inibindo a agregação plaquetária induzida por colágeno. Além 

disso, a β-amirina possui aplicações que incluem cuidados com a pele, anti-irritante, ação anti-

inflamatória, bem como potencializador do fator de proteção em protetores solares orgânicos, 

efeito emoliente e atividade antibacteriana (KWEIFIO-OKAI et al., 1995; CHING et al., 2010). 

Na família Coulaceae essa é a primeira vez que a β-amirina está sendo relatada. 
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Tabela 11 - Dados de RMN de 13C (ppm) da substância lupeol (3) comparados com a literatura, ambos obtidos 

em CDCl3, 75 MHz (CURSINO et al., 2009) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posição 
δc 

Observado 

δc 

Literatura 
DEPT 

1 38,7 38,7 CH2 

2 27,4 27,4 CH2 

3 79,0 78,9 CH 

4 38,8 38,8 C 

5 55,2 55,3 CH 

6 18,3 18,3 CH2 

7 34,2 34,2 CH2 

8 40,8 40,8 C 

9 50,4 50,4 CH 

10 37,1 37,1 C 

11 20,9 20,9 CH2 

12 25,1 25,1 CH2 

13 38,0 38,0 CH 

14 42,8 42,8 C 

15 27,4 27,4 CH2 

16 35,5 35,5 CH2 

17 42,8 43,0 C 

18 48,2 48,0 CH 

19 47,9 47,9 CH 

20 151,0 150,9 C 

21 29,8 29,8 CH2 

22 39,9 40,0 CH2 

23 27,9 28,0 CH3 

24 15,3 15,4 CH3 

25 16,1 16,1 CH3 

26 15,9 15,9 CH3 

27 14,5 14,5 CH3 

28 18,0 18,0 CH3 

29 109,3 109,3 CH2 

30 19,3 19,3 CH3 
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Tabela 12 - Dados de RMN de 13C (ppm) da substância β-amirina (4) comparados a literatura, ambos obtidos em 

CDCl3, 125 MHz (SHAN et al., 2014) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posição 
δc 

Observado 

δc 

Literatura DEPT 

1 38,7 38,3  CH2 

2 27,4 27,3  CH2 

3 79,0 79,1  CH 

4 38,5 39,9  C 

5 55,2 55,3  CH 

6 18,3 18,5  CH2 

7 32,6 32,7  CH2 

8 38,8 38,9 C 

9 47,6 47,7  CH 

10 37,1 37,0 C 

11 23,6 23,6  CH2 

12 121,7 121,8  CH 

13 145,2 145,3 C 

14 41,7 41,8  C 

15 26,1 26,2  CH2 

16 26,9 27,0  CH2 

17 32,4 32,6  C 

18 47,2 47,2 CH 

19 46,8 46,9  CH2 

20 31,0 31,2  C 

21 34,7 34,8  CH2 

22 37,1 37,2 CH2 

23 28,4 28,2  CH3 

24 15,5 15,7  CH3 

25 15,6 15,6  CH3 

26 16,7 16,9  CH3 

27 26,0 26,1 CH3 

28 28,4 28,5  CH3 

29 33,3 33,5  CH3 

30 23,6 23,8  CH3 
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5.3.2.2 Substâncias 5 e 6: Lupen-3-ona e β-amirin-3-ona 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 A mistura das substâncias 5 e 6 foi obtida na fração 0-1 da fase AcOEt do extrato MeOH 

dos galhos como cristais brancos. Na análise por CCDC foi observada uma macha amarela em 

anisaldeído sulfúrico, com Rf = 0,60 (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

Para o triterpeno 5, no espectro de RMN de 1H (Figura 26) pode-se destacar os sinais 

mais intensos na região de ligações duplas terminais em δ 4,57 (1H, dd , J = 2,5 e 1,0 Hz) e 

δ 4,69 (1H, d, J = 2,5 Hz) referentes aos 2 hidrogênios da ligação dupla terminal (H-29), 

indicando a presença de um triterpeno com esqueleto lupano. Nos espectros de RMN de 13C 

(Figura 30) e DEPT 135º (Figura 31), verificou-se o sinal em δ 150,9 referente ao carbono 
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Figura 24 - Estrutura das substâncias lupen-3-ona (5) e β-amirin-3-ona (6) 

Figura 25 - Cromatoplaca de CCDC da fração 0-1 revelada em anisaldeído sulfúrico. 

Sistema: hexano/AcOEt (95:5) 
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quaternário e em δ 109,4 sinal de CH2 da ligação dupla, e em δ 218,3 foi observado a presença 

da carbonila (CURSINO et al., 2009). 

Para o triterpeno 6, no espectro de RMN de 1H (Figura 26), pode-se destacar sinais dos 

hidrogênios no C-2 próximos ao grupo carbonila na região de δ 2,25 – 2,60, além do sinal em 

δ 5,21 (1H, t, J = 3,6 Hz), indicando a presença do triterpeno com esqueleto oleanano. Nos 

espectros de RMN de 13C (Figura 27) e DEPT 135º (Figura 28) foi possível observar os sinais 

em δ 145,2 (C) e 121,4 (CH) referentes aos carbonos olefínicos, e em δ 218,3 foi observado a 

presença de carbonila (SHAN et al., 2014). 

 A comparação dos dados de RMN com os da literatura (Tabelas 13 e 14) possibilitou 

identificar as substâncias como sendo a mistura dos triterpenos: lupen-3-ona e β-amirin-3-ona. 

Esta identificação foi baseada na metodologia que indica que sinais de intensidades semelhantes 

são da mesma substância (OLEA e ROQUE, 1990). 

A lupen-3-ona é um triterpeno do tipo lupano que possui uma um grupo cetona na 

posição C-3 do anel nuclear. Esse triterpeno tem despertado interesse para fins medicinais 

devido ao seu potencial terapêutico para muitas doenças. Algumas atividades farmacológicas 

relatadas para esse metabólito secundário são anti-inflamatória, antiviral – vírus do herpes 

simples (HSV-1 e HSV-2), vírus da peste suína africana (ASFV) – e chikungunya (CHIKV), 

antidiabético e anticancerígeno (XU et al. 2018). Além de atividade antifúngica, com efeito 

aditivo ao fluconazol, reduzindo pela metade a quantidade de fármaco necessária para inibir o 

crescimento de Candida tropicalis, e atividade antimicobacteriana com CIM de 125 mg/mL 

(NASSER et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2019). 

A β-Amirin-3-ona é um triterpeno do tipo oleanano que possui atividade anti-

inflamatória, antifúngica. Esse triterpeno também apresenta outras atividades como atividade 

antiviral contra o chikungunya. Ela inibe a atividade da α-glucosidase e da acetilcolinesterase, 

e também pode ser usada na pesquisa de doenças inflamatórias, infecciosas e obesidade (ATA 

et al., 2011; BOURJOT et al., 2012; ALMEIDA et al., 2015; OH et al., 2021). Na família 

Coulaceae essa é a primeira vez que a β-amirin-3-ona está sendo relatada. 
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Tabela 13 - Dados de RMN de 13C (ppm) da substância lupen-3-ona (5) comparados com a literatura, ambos em 

CDCl3, 75 MHz (CURSINO et al., 2009) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posição 
δc 

Observado 

δc 

Literatura 
DEPT 

1 39,9 39,5 CH2 

2 34,1 34,0 CH2 

3 218,3 217,9 C=O 

4 47,2 47,2 C 

5 54,8 54,8 CH 

6 19,6 19,6 CH2 

7 33,5 33,5 CH2 

8 40,7 40,7 C 

9 49,7 49,7 CH 

10 36,8 36,8 C 

11 21,4 21,4 CH2 

12 25,1 25,1 CH2 

13 38,1 38,1 C 

14 42,8 42,8 C 

15 27,4 27,3 CH2 

16 35,4 35,4 CH2 

17 42,9 42,9 C 

18 48,2 48,2 CH 

19 47,9 47,8 CH 

20 150,9 150,7 C 

21 29,7 29,7 CH2 

22 39,9 39,9 CH2 

23 26,6 26,6 CH3 

24 21,0 20,9 CH3 

25 15,9 15,9 CH3 

26 15,7 15,7 CH3 

27 14,4 14,4 CH3 

28 18,0 17,9 CH3 

29 109,4 109,3 CH2 

30 19,3 19,2 CH3 
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Tabela 14 - Dados de RMN de 13C (ppm) da substância β-amirin-3-ona (6) comparados com a literatura, ambos 

em CDCl3, 125 MHz (SHAN et al., 2014) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posição 
δc 

Observado 

δc 

Literatura 
DEPT 

1 39,2 39,4 CH2 

2 25,1 24,3  CH2 

3 218,3 218,0 C=O 

4 47,9 47,6  C 

5 55,2 55,4  CH 

6 19,6 19,7  CH2 

7 32,1 32,2  CH2 

8 39,7 39,9 C 

9 46,8 46,9  CH 

10 36,6 36,8  C 

11 23,6 23,7  CH2 

12 121,4 121,6  CH 

13 145,2 145,4 C 

14 41,8 41,9 C 

15 26,1 26,2  CH2 

16 27,4 27,0  CH2 

17 32,5 32,6  C 

18 47,3 47,4 CH 

19 46,8 46,8  CH2 

20 31,0 31,2  C 

21 34,6 34,8  CH2 

22 37,0 37,2 CH2 

23 26,4 26,5  CH3 

24 21,5 21,6  CH3 

25 15,2 15,3  CH3 

26 16,7 16,8  CH3 

27 26,1 26,0 CH3 

28 28,4 28,5  CH3 

29 33,3 33,4  CH3 

30 23,6 23,8  CH3 
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5.3.2.3 Substância 9: Taraxerol e lupeol 

 

                

 Essa mistura de substâncias foi obtida da fase AcOEt do extrato metanólico das folhas 

como cristais brancos.  Na análise por CCDC foi observada uma macha lilás em anisaldeído 

sulfúrico, com Rf = 0,40 (Figura 30). 

 

 

 

 

 

Para o triterpeno 9, no espectro de RMN de 1H (Figura 31), podemos destacar a ligação 

dupla pela presença de um dd em δ 5,51 (J = 8,5 e 3,5 Hz) e no espectro de RMN de 13C (Figura 

32) e DEPT 135º (Figura 33) sinais correspondentes ao carbono quaternário em δ 158,0 e CH 

em δ 116,8, além do sinal em 79,0 referente ao carbono químico oxigenado em C-3, que 

permitiram a identificação do taraxerol, os demais sinais foram compatíveis com a estrutura 

proposta (CURSINO et al., 2009).  
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H

H
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Figura 29 - Estrutura das substâncias taraxerol (9) e lupeol (3) 

Figura 30 - Cromatoplaca de CCDC da fração 11 revelada em anisaldeído sulfúrico. 

Sistema: hex/AcOEt (9:1) 
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O outro triterpeno em mistura foi identificado como o lupeol (3), no espectro de RMN 

de 1H (Figura 33), destacam-se os sinais: em δ 4,69 (d, J = 2,4 Hz) e um duplo dupleto em 

δ 4,57 (dd, J = 2,4 Hz) referentes aos 2 hidrogênios da ligação dupla terminal (H-29); outro 

sinal característico é o dd em δ 3,17 (J = 11,5 e 5 Hz) referente ao H-3. Nos espectros de RMN 

de 13C (Figura 34) e DEPT 135º (Figura 35) apresentou sinais nos deslocamentos químicos em 

δ 151,0 e 109,3 característicos do grupo olefínico (C-20 e C-29) (CURSINO et al., 2012). 

A comparação dos dados de RMN com os da literatura (Tabelas 15 e 16) possibilitou 

identificar substâncias como sendo a mistura dos triterpenos: taraxerol e lupeol (MAHATO e 

KUNDU, 1994; CURSINO et al., 2012). 

O taraxerol, um triterpeno pentacíclico do tipo oleanano, é uma substância natural que 

tem sido investigada extensivamente por seu potencial de utilização no desenvolvimento de 

medicamentos (ALQAHTANI et al., 2013; MUS et al., 2022). Tem recebido grande atenção 

por seu potencial uso como agente terapêutico para o tratamento de várias doenças (SHENG e 

SUN, 2011) e devido às suas capacidades significativas na farmacologia moderna, como sua 

capacidade de atuar como agente antitumoral (TAKASAKI et al., 1999), antimicrobiano 

(SINGH, SAHU e SHARMA, 2002) e anti-inflamatório (BISWAS et al., 2009) e no tratamento 

da doença de Alzheimer (NGO e LI, 2013). 
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Tabela 15 - Dados de RMN de 13C (ppm) da substância taraxerol (9) comparados com a literatura, ambos obtidos 

em CDCl3, 75 MHz (CURSINO et al., 2009) 

Posição 
δc 

Observado 

δc 

Literatura 
DEPT 

1 38,0 37,9 CH2 

2 27,1 27,3 CH2 

3 79,0 79,3 CH 

4 39,9 39,2 C 

5 55,5 55,7 CH 

6 19,3 19,0 CH2 

7 35,1 35,6 CH2 

8 38,9 38,9 C 

9 48,7 49,0 CH 

10 37,7 37,8 C 

11 17,4 17,7 CH2 

12 35,7 37,9 CH2 

13 37,7 38,2 C 

14 158,0 158,3 C 

15 116,8 117,1 CH 

16 36,6 36,9 CH2 

17 38,0 36,0 C 

18 49,2 49,5 CH 

19 41,2 41,5 CH2 

20 29,8 29,8 C 

21 33,6 33,9 CH2 

22 33,0 33,3 CH2 

23 28,8 28,2 CH3 

24 15,5 15,6 CH3 

25 15,4 15,6 CH3 

26 29,9 30,0 CH3 

27 25,9 26,1 CH3 

28 29,9 30,1 CH3 

29 33,6 33,5 CH3 

30 21,3 21,5 CH3 
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Tabela 16 - Dados de RMN de 13C (ppm) do lupeol (3) comparados com a literatura, ambos obtidos em CDCl3, 

75 MHz (CURSINO et al., 2009) 

Posição 
δc 

Observado 

δc 

Literatura 
DEPT 

1 38,7 38,7 CH
2
 

2 27,4 27,4 CH
2
 

3 79,0 78,9 CH 

4 38,8 38,8 C 

5 55,2 55,3 CH 

6 18,3 18,3 CH
2
 

7 34,2 34,2 CH
2
 

8 40,8 40,8 C 

9 50,4 50,4 CH 

10 37,1 37,1 C 

11 20,9 20,9 CH
2
 

12 25,1 25,1 CH
2
 

13 38,0 38,0 CH 

14 42,8 42,8 C 

15 27,4 27,4 CH
2
 

16 35,5 35,5 CH
2
 

17 42,8 43,0 C 

18 48,2 48,0 CH 

19 47,9 47,9 CH 

20 151,0 150,9 C 

21 29,8 29,8 CH
2
 

22 39,9 40,0 CH
2
 

23 27,9 28,0 CH
3
 

24 15,3 15,4 CH
3
 

25 16,1 16,1 CH
3
 

26 15,9 15,9 CH
3
 

27 14,5 14,5 CH
3
 

28 18,0 18,0 CH
3
 

29 109,3 109,3 CH
2
 

30 19,3 19,3 CH
3
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5.3.3 Substâncias fenólicas 

5.3.3.1 Substância 7: Galato de metila 

 

 

 A substância 7 foi isolada da fase AcOEt do extrato MeOH dos galhos na fração 20-21 

como um sólido amorfo branco. Na análise por CCDC foi observada uma macha escura sob luz 

Uv 254 nm, uma fluorescência em NP/PEG após observar em 365 nm, uma mancha escura em 

FeCl3, com Rf = 0,51 (Figura 35). 

 

 

 

 

A presença de apenas um sinal aromático δ 7,04 (s, 2H) no espectro de RMN de 1H 

(Figura 37) indicou que a substância fenólica deveria ser simétrica e possuir quatro grupos 

constituintes. Foi observado também um simpleto em δ 3,82 com integral para 3H. 

O mapa de correlação HSQC (Figura 38) mostra que o sinal do C-8 em δ 50,7 tem 

correlação direta com H-8 em δ 3,82, e o sinal do C-6 em δ 109,7 com o H-6 em δ 7,04, 

OO
CH3

OH

OH

OH

87

1

2

3

4

6

5

Figura 34 - Estrutura química da substância galato de metila (7) 

Figura 35 - Cromatoplacas de CCDC da fração 20-21 reveladas em luz UV 254 nm 

(esquerda), NP/PEG (centro), FeCl3 (direita). Sistema: DCM/MeOH (9:1) 
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indicando a estrutura molecular aromática simétrica com anel tetrassubstituído. A análise do 

mapa de correlação de HMBC (Figura 39) mostrou correlação a longa distância do sinal do C-

7 em δ 168,7 com o H-8 em δ 3,82, indicando a esterificação da função ácida. Outras 

correlações observadas são dos sinais do carbonos em δ 109,7, δ 121,4, δ 139,4, δ 168,7 com o 

sinal do hidrogênio em δ 7,04. Algumas correlações de HMBC da substância 7 se encontram 

na Figura 36. 

Na análise por espectrometria de massas (Figura 40) a substância apresentou peso 

molecular m/z 183,0295 na fonte de ionização ESI-MS [M-H]−. A biblioteca do espectrômetro 

de massas inferiu fórmula molecular C8H7O5 [M-H]− com m/z 183,0299. O espectrômetro 

mediu o erro em 2,6 ppm para a massa isotópica. O erro é considerado aceitável para 

confirmação da fórmula molecular C8H8O5.  

Com base nos dados espectroscópicos e espectrométricos e comparação com a literatura 

(Tabela 17) foi possível identificar a substância como o galato de metila, um éster metílico do 

ácido gálico, que possui um ácido metil carboxílico ligado ao C-1 e três grupos hidroxila (OH) 

ligado aos carbonos 3, 4 e 5 – os grupos -OH, orientados na mesma direção em torno do anel 

benzênico funcionam como doadores e aceitadores de ligações de hidrogênio (TAN, CHAN e 

LIM, 2015). 

O galato de metila é um fitoquímico que já foi encontrado em muitas espécies, mas que 

ainda não havia sido relatado na família Coulaceae. Essa substância apresenta atividade 

antibacteriana (CHOI et al., 2008, CHOI et al., 2014), bem como fortes propriedades 

antioxidantes (CHEN e ZHANG, 2003), e outras atividades biológicas como atividade 

antiplaquetária, proteção de danos ao DNA contra o estresse oxidativo (HSIEH et al., 2004), 

atenuação do estresse oxidativo diabético e atividade anti-apoptótica (SCIUTO e MORAN, 

2001), anticâncer (KAMATHAMA, KUMAR e GUDIPALLI, 2015) e antiviral (KANE et al., 

1988). 
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Tabela 17 - Dados de RMN de 1H e HMBC (ppm) da substância 7 (galato de metila) comparados com a literatura em CD3OD, 
1H (500 MHz) e 13C (125 MHz) (TAN, CHAN e LIM, 2015) 

 RMN 1H                  Observado (HMBC)                   Literatura  

Posição δH δC  δH δC 

1 –    121,4 H-1, H-6 – 120,0 

2 7,04    109,7 H-1, H-6 7,04 108,6 

3 –    146,2 H-1, H-6 – 145,1 

4 –    139,4 H-1, H-6 – 138,3 

5 –    146,2 H,1, H-6 – 145,1 

6 7,04    109,7 H-1, H-6 7,04 108,6 

C=O –    168,7 H-8 – 167,6 

COOCH3 3,82    50,7 – 3,83 50,9 

  

 

 

 

OH

OH

OH

H H

OO
CH3

7,04 
7,04 

3,82 
50,7 

168,7 

109,7 109,7 

146,2 
146,2 

139,4 

121,4 

Figura 36 - Algumas correlações de HMBC da substância 7 (galato de metila) 
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Figura 40 - Espectro de massas da substância galato de metila (7) (fonte ESI modo negativo). 
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5.3.3.2 Substância 8: Ácido hipoprotocetrárico 

 

 

A substância 8 foi isolada na fração 7-9 do extrato metanólico dos galhos como um 

sólido amorfo vermelho. Na análise por CCDC foi possível observar uma única macha, com 

Rf = 0,58, sob luz UV 254 nm, uma mancha em FeCl3, e uma mancha vermelha em anisaldeído 

sulfúrico (Figura 42). 

 

 

 

 

No espectro de RMN de 1H (Figura 44) foi possível observar sinais de hidrogênios de 

metilas nos deslocamentos químicos de δ 2,17, δ 2,32, δ 2,37, e δ 2,74, (cada simpleto com 

integral para 3H), e um simpleto em 6,55 com integral para 1H, referente ao hidrogênio ligado 

ao anel aromático. 

No mapa de correlação HSQC (Figura 45) foi possível assinalar o sinal do H-5 em δ 6,55 

com o C-5 em δ 114,1, o sinal do H-9’ (δ 2,74) com C-9’ (δ 14,7), H-9 (δ 2,37) com C-9 

(δ 19,7), H-8’ (δ 2,17) com C-8’ (δ 8,0), H-8  (2,32 ) com C-8 (δ 9,0). 

Os carbonos quaternários (C) foram assinalados por HMBC (Figura 43), onde o sinal 

do C-1 em δ 111,6 correlaciona com o sinal do H-5 em δ 6,55 e H-9 em δ 2,37, o sinal do C-2 

Figura 41 - Estrutura da substância ácido hipoprotocetrárico (8) 
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(δ 160,7) com o H-8 (2,32), C-3 (δ 113,0) com H-8 (δ 2,32), C-4 (δ 161,7) com H-8 (δ 2,32), 

C-6 (δ 141,6) com H-9 (δ 2,37), C-1’ (δ 115,4) com H-9’ (δ 2,74), C-2’ (δ 157,2) com H-8’ (δ 

2,17), C-3’ (δ 113,4) com H-8’ (δ 2,17), C-4’ (δ 144,6) com H-8’ (δ 2,17), C-5’ (δ 142,3) com 

H-9’ (δ 2,74), e C-6’ (δ 129,3) com H-9’ (δ 2,74). 

A espectrometria de massas no modo negativo com fonte ESI (Figura 47) mostrou um 

íon quase-molecular com m/z 343,0818. A biblioteca do espectrômetro de massas inferiu 

fórmula molecular C18H15O7 (M-H)– com m/z 343,0823. O espectrômetro mediu o erro em 2,0 

ppm para essa massa isotópica. O erro é considerado aceitável para a fórmula molecular 

C18H16O7.  

Com base nos dados espectroscópicos e espectrométricos e comparação com a literatura 

(Tabela 18) foi possível identificar a substância como o ácido hipoprotocetrárico, uma 

depsidona pertencente a classe das substâncias fenólicas. As depsidonas são principalmente 

encontradas em líquens e são descritas na literatura possuindo diferentes atividades, como 

antiproliferativa, antimalárica, citotóxica, antibacteriana, anti-hipertensivo, antileishmania, 

herbicida, larvicida, inibidor da colinesterase, antioxidante e antifúngica (IBRAHIM et al., 

2018). O ácido hipoprotocetrárico já foi relatado apresentando atividade antibacteriana, 

inibindo o crescimento de dez microrganismos patogênicos com valor da CIM de 12,2 a 278 

μg/mL (NEERAJ et al., 2011). Na família Coulaceae essa é a primeira vez que o ácido 

hipoprotocetrárico está sendo relatado. 
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Tabela 18 - Dados de RMN 1D e 2D (ppm) da substância 8 (ácido hipoprotocetrárico) em comparação com a 

literatura em DMSO-d6, 1H (270 MHz) e 13C (25 MHz) (HUNECK e YOSHIMURA, 1996) 

N.O.: não observado 

 

 

 

 

        Observado        Literatura 

 HSQC HMBC  

Posição 1H 13C  1H 13C 

1C – 111,6 H-5, H-9 – 119,4 

2C – 160,7 H-8 – 160,2 

3C – 113,0 H-8 – 120,0 

4C – 161,7 H-8 – 152,8 

5C 6,55 (s,1H) 114,1 H-9 6,62 122,1 

6C – 141,6 H-9 – 141,5 

7C – N.O. – – 161,8 

8C 2,32 (s, 3H) 9,0 – 2,21 10,3 

9C 2,37 (s, 3H) 19,7 – 2,29 20,5 

1’C – 115,4 H-9’ – 122,9 

2’C – 157,2 H-8’ – 145,2 

3’C – 113,4 H-8’ – 122,5 

4’C – 144,6 H-8’ – 147,4 

5’C – 142,3 H-9’ – 144,7 

6’C – 129,3 H-9’ – 128,0 

7’C – N.O. – – 170,0 

8’C 2,17 (s, 3H) 8,0 – 2,11 10,7 

9’C 2,74 (s, 3H) 14,7 – 2,50 14,9 

113,4 O

O

CH3

CH3

CH3

CH3

COOH

OH

OH

O

H

2,37 

2,32 

2,74 

2,17 

6,55 

19,7 

141,6 
111,6 

160,7 
114,1 

161,7 
113,0 

9,0 

8,0 

14,7 

129,3 

115,4 

157,2 144,6 

142,3 

Figura 43 - Correlações de HMBC observadas na substância 8 
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No espectro de massas foi evidenciado duas fragmentações, uma de m/z 299,0918 

(correspondente a perda de CO2) e outra de 255,1006 (perda de outro CO2) (PARROT et al., 

2013). Uma breve proposta para a perda de CO2 na estrutura da substância 8 é apresentada na 

Figura 48.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47 - Espectro de massas com a fragmentação da substância 8 (ESI modo negativo) 

Figura 48 - Perda de CO2 na fragmentação da substância 8 (ESI modo negativo) 
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5.4 Ensaio antibacteriano dos extratos de folhas e galhos de M. guianensis 

Os dados obtidos do ensaio antibacteriano pelo método de microdiluição em caldo 

foram expressos em porcentagem de inibição das amostras, comparado ao padrão antibiótico. 

As amostras foram avaliadas na concentração de 1000 μg/mL, e de acordo com a leitura 

espectrofotométrica foi calculada a inibição no crescimento do microrganismo.  

Com base nos resultados (Figura 49), nota-se que os extratos metanólicos de galhos e 

folhas foram os que apresentaram maior atividade, com porcentagem de inibição de 63 a 70% 

frente as bactérias Gram-negativas A. hydrophyla e P. fluorescens, e contra S. aureus, uma 

bactéria Gram-positiva. Nesse ensaio as bactérias Gram-negativas C. freundii, K. pneumoniae 

e S. enteritidis também foram sensíveis frente ao extrato metanólico das folhas, porém, 

apresentaram inibição com valores menores, entre 25 e 40%. 

 

 

 

 

Neste trabalho, a composição química do extrato metanólico dos galhos de M. 

guianensis mostrou a presença de triterpenos e fenólicos, os quais podem ter sido os 

responsáveis pela atividade inibitória de 66-70% contra as cepas de P. fluorescens, A. 

hydrophyla, e S. aureus. A atuação em sinergia das substâncias ou mesmo a atuação individual 

devem ser consideradas válidas pela bioatividade do extrato, uma vez que os triterpenos lupeol 

e β-amirina possuem atividade antibacteriana comprovada frente a algumas bactérias. O lupeol 

ext.Hex.Fo (extrato hexânico das folhas), ext.MeOH.Fo (extrato metanólico das folhas), ext.Hex.Ga 

(extrato hexânico dos galhos), ext.MeOH.Ga (extrato metanólico dos galhos) 

 

Figura 49 - Gráfico indicando o percentual de inibição dos extratos de M. guianensis frente a cepas 

bacterianas Gram-negativas e Gram-positiva 
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já mostrou ser ativo contra P. aeruginosa, E. coli e S. aureus (SHAI et al., 2008). A β-amirina 

mostrou-se um efetivo agente inibidor de crescimento de S. aureus, E. faecalis e outros 

(KLIPIMO et al., 2011; ZHENG et al., 2011; ABDEL-RAOULF et al., 2015). O galato de 

metila também é descrito na literatura com atividade antibacteriana, bem como potencializador 

de outras substâncias (KANG et al., 2008).  

O estudo fitoquímico do extrato metanólico das folhas de M. guianensis resultou no 

isolamento de substâncias que possuem atividade antibacteriana, como o lupeol e o taraxerol 

(KOAY et al., 2013; PATIL et al., 2018). 

Cursino et al. (2011b) relatou atividade antibacteriana do extrato diclorometânico das 

folhas de M. guianensis contra S. aureus, desse mesmo extrato foram isolados os triterpenos 

lupeol, taraxerol e lupenona, sugerindo que há grande chance de essas substâncias serem as 

responsáveis pela atividade inibitória dos extratos metanólicos das folhas e dos galhos de M. 

guianensis frente à S. aureus, encontrada neste trabalho. 

De modo geral, a atividade inibitória de alguns extratos brutos e a inatividade de outros 

poderia ser justificada mediante duas possibilidades. A primeira é o sinergismo, onde a 

interação de duas ou mais substâncias resultam na atividade agonista ou antagonista frente um 

organismo teste. Outra possibilidade refere-se à ação de uma única substância sendo 

responsável pela bioatividade (PANDE e KOST, 2017). 

Algumas espécies bacterianas são inatamente resistentes a uma ou mais classes de 

agentes antimicrobianos. Nesses casos, todas as cepas daquela espécie bacteriana apresentam 

resistência a todos os membros daquelas classes antibacterianas (TENOVER, 2006). Além 

disso, ainda que a mesma constituição química para todas as bactérias Gram-negativas seja a 

mesma, a camada celular possui diferenciação no arranjo dessas estruturas, limitando a ação e 

provavelmente auxiliando a resistência da bactéria à determinadas substâncias consideradas 

antibacterianas (TOUANI et al., 2014). 

A atividade frente a bactérias Gram-negativas mostra que mesmo com as diferenças 

estruturais presentes na parede celular desses microrganismos, como a camada de 

lipopolissacarídeos, os extratos metanólicos de folhas e galhos tiveram ação inibitória na 

concentração de 1000 µg/mL, demostrando um potencial no combate a essas cepas bacterianas 

(KHAMENEH et al., 2019). 
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CONCLUSÃO 
 

O estudo fitoquímico dos extratos das folhas e dos galhos de M. guianensis mostrou que 

os extratos hexânicos possuem terpenos e os extratos metanólicos também apresentam essa 

classe de substância, além de substâncias fenólicas. 

O estudo fitoquímico do extrato metanólico dos galhos permitiu o isolamento da mistura 

dos esteroides β-sitosterol e estigmasterol, mistura dos triterpenos lupeol e β-amirina, lupen-3-

ona e β-amirin-3-ona, e os fenólicos galato de metila e ácido hipoprotocetrárico. 

O fracionamento do extrato metanólico das folhas conduziu ao isolamento da mistura 

dos triterpenos taraxerol e lupeol. 

Neste trabalho os extratos metanólicos dos galhos e folhas de M. guianensis 

demostraram potencial antibacteriano, inibindo o crescimento de duas bactérias Gram-

negativas e uma bactéria Gram-positiva. Os resultados deste estudo sugerem que as substâncias 

isoladas desses extratos ativos desempenham um papel fundamental na atividade inibitória 

observada, respaldando-se em dados científicos existentes que corroboram com essas 

descobertas. 

Em resumo, os resultados obtidos neste trabalho contribuíram para o conhecimento da 

atividade antibacteriana e principalmente para o conhecimento da composição química de M. 

guianensis. 

Vale ressaltar que os triterpenos β-amirina e β-amirin-3-ona, bem como os fenólicos 

galato de metila e ácido hipoprotocetrárico estão sendo relatados pela primeira vez na família 

Coulaceae, de acordo com a literatura consultada.  

Os resultados encontrados reforçam a pesquisa com produtos naturais, demonstrando 

que a espécie M. guianensis pode ser uma fonte alternativa viável para a produção de 

substâncias estratégicas que possam ser usadas no combate a microrganismos patogênicos. 
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