
 

 

 
© 2018 CC BY-NC-ND LICENSE  

ANAIS: ENCONTRO ANUAL DA BIOFÍSICA (2018): 1-4  
BIOFÍSICA E RADIOBIOLOGIA, BIOCIÊNCIAS, UFPE  

05 E 06 DE FEVEREIRO, RECIFE, PERNAMBUCO, BRASIL 
ISSN: 2526-6071  

DOI: 10.5151/biofisica2018-001 

 

DESREPLICAÇÃO DE FLAVONOIDES DE Hymenaea martiana Hayne POR LC-MS/MS 
 

Fernanda Oliveira1*, Anna Paula Sant’Anna da Silva2, Amanda Dias de Araújo3, Joelma Pessoa Gonçalves2, Alexandre 
Gomes da Silva3, Hortênsia Barbosa Pinto4, Suzana Vieira Rabêlo5, Sarah Raquel Gomes de Lima-Saraiva5, Vera Lúcia 

de Menezes Lima2, Márcia Vanusa da Silva2, Larissa Araújo Rolim, Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida5 
 

1Pós-graduação em Biotecnologia, UEFS; 2Departamento de Bioquímica UFPE, 3INSA; 4IFSertão-PE; 5Núcleo de Estudos e Pesquisas de Plantas 
Medicinais, UNIVASF; 6Central de Análise de Fármacos, Medicamentos e Alimentos, UNIVASF.  

*fernanda.gso@hotmail.com 
 

INTRODUÇÃO 
O uso de plantas medicinais está presente por toda a história da 
humanidade, não apenas para o uso alimentar, como também no 
uso terapêutico. Durante longo período, as plantas medicinais 
constituíram o principal recurso terapêutico disponível, mas os 
avanços tecnológicos trouxeram as drogas sintéticas para o 
tratamento de enfermidades. Atualmente, a sociedade vem 
valorizando a utilização de produtos naturais com propriedades 
terapêuticas, devido à busca por hábitos saudáveis, além de 
problemas com o tratamento eficiente de certas enfermidades 
(SOUZA, 2008). 
Hymenaea martiana é uma árvore nativa da região Nordeste, 
conhecida popularmente como “jatobá”, utilizada na medicina 
tradicional para o tratamento de anemia e gastrite (ANSELMO et 
al., 2012). Vários estudos demonstram a composição química de H. 

martiana, com a presença de alguns flavonoides glicosídicos, como 
astilbina, eucrifina, engelitina, taxifolina e compostos fenólicos 
(CARNEIRO et al., 1993; CECHINEL-FILHO et al., 2000; ALMEIDA et 
al., 2012). 
Diante deste contexto, o presente estudo teve como objetivo 
realizar uma desreplicação para identificar os flavonoides no 
extrato obtido partir das cascas de Hymenaea martiana. 
 

MATERIAIS E MÉTODOS 
As cascas de H. martiana foram coletados na cidade de Petrolina, 
Pernambuco, Brasil, em julho de 2015, e foram identificados no 
Herbário da Universidade Federal do Vale do São Francisco 
(HVASF), com exsicata nº 6444, coordenadas 09’’11’04.30° S, 040’’
18’05.40° W, 357 m de altura. O material foi seco em temperatura 
média de 40 °C em estufa de circulação de ar (Ethiktechno®, 
modelo 420 TD), por um período de 72 horas. Após a secagem e 
completa estabilização, o material foi pulverizado em moinho de 
facas Quimis®. 
As cascas foram submetidas à extração no Instituto Nacional do 
Semiárido (INSA) em Campina Grande-PB, utilizando o equipamento 
de Extração Acelerada por Solventes (ASE) Thermo Scientific 
Dionex® ASE 350, equipado com célula extratora de aço inoxidável 
com fechamento hermético e cartucho de papel 22 x 50 mm, um 
frasco de lavagem (rinse) e frascos coletores (vidro transparente) 
com capacidade de 250 mL.  Foi utilizado etanol 99% como 
solvente extrator, temperatura de extração 50 °C, tempo estático 
15 minutos, fluxo 5 mL/min, com duas extrações por célula. 
Após o processo, a solução extrativa foi concentrada em 
evaporador Thermo Scientific Rocket Evaporator®, na temperatura 
de 45 °C. O solvente residual foi retirado em estufa de ar 

circulante Ethiktechno®, modelo 420 TD, a 45 °C por 24 horas, 
obtendo o Extrato Etanólico Bruto (EEB-Hm). 
O EEB-Hm foi solubilizado numa mistura MeOH : H2O (3:7 v/v), que 
foi submetida a partição líquido-líquido, em funil de separação, 
sob agitação manual, de forma exaustiva com hexano, clorofórmio 
e acetato de etila. Após esse procedimento, os solventes foram 
evaporados em rotaevaporador a uma temperatura média de 50 °
C, fornecendo a fração hexano (Hm-Fr.Hx), fração clorofórmio 
(Hm-Fr.CHCl3)e fração acetato de etila (Hm-Fr.AcOEt). 
A análise em Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada ao 
espectrômetro de massas (LC-MS/MS) foi desenvolvida NPPNS-
Ribeirão Preto, com a fração Hm-Fr.AcOEt, pois foi a fração com 
melhores resultados no teor de compostos fenólicos totais e 
flavonoides totais. Esta análise foi realizada utilizando um 
equipamento de CLAE (Shimadzu Prominence®), equipada com duas 
bombas binárias (LC-20AD), unidade de desgaseificação (DGU-20A), 
amostrador automático (SIL-20AHT), forno (CTO-20A), módulo de 
comunicação (CBM-20A), detector de arranjo diodo (SPD-M20A) e 
uma coluna de fase reversa Luna – Phenomenex®, 250 mm x 4.6 
mm, 5 µm). A fase móvel foi composta por uma mistura de 
solvente A (0,1% ácido fórmico em água ultrapurificada) e solvente 
B (0,1% de ácido fórmico em metanol), seguindo um gradiente de 
concentração, com fluxo de 1 mL/min.  
O cromatógrafo foi acoplado a um espectrômetro de massas 
Amazon SL ion trap (Bruker Daltonics®), equipado com ionizador 
eletrospray e analizador ion trap, nas seguintes condições: 
capilaridade 3500 V; placa final 500 V; nebulizador 60 psi; fluxo de 
gás 10,0 L.min-1 e temperatura do gás 330 °C. 
Os resultados foram analisados utilizando o banco de dados on-line 
do website GNPS (Global Natural Product Social Molecular 
Networking) (GNPS, 2017; WANG et al., 2016). Os dados obtidos no 
cromatógrafo acoplado ao espectrômetro de massas foram 
convertidos para o formato mzXML diretamente no software 
DataAnalysis 4.2 (Bruker Daltonics®), e submetidos à análise de 
desreplicação no site do GNPS, e as substâncias foram consideradas 
identificadas na amostra se os espectros de massa obtivessem pelo 
menos seis íons que combinam e pontuação de cosseno (cosine 
score) acima de 0,5 (OLIVEIRA et al., 2017). 
As fórmulas moleculares e nomenclaturas das substâncias foram 
obtidas no PubChem (PUBCHEM, 2017) e ChemSpider (CHEMSPIDER, 
2017). 

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os estudos de desreplicação são caracterizados pela separação de 
componentes de matrizes complexas, com a utilização de métodos 
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cromatográficos e espectroscópicos, além de estudos de 
bioatividade. Técnicas hifenadas destacam-se para este tipo de 
estudo, baseando-se na comparação das informações obtidas com 
bancos de dados, resultando na detecção de compostos já 
conhecidos ou até na elucidação estrutural de novos compostos 
(LANG et al., 2008). Vários compostos naturais já foram 
identificados utilizando o método de desreplicação, como 
flavonoides glicosilados (WARIDEL et al., 2001; OLIVEIRA et al., 
2017), derivados do ácido cafeico (PAULI et al., 1999), flavonoides 
e derivados de flavonoides (WOLFENDER et al., 2000) e 
isoflavonoides (LAMBERT et al., 2005). A Figura 1 apresenta o de í
ons totais (TIC) da fração Hm-Fr.AcOEt. 

 

Figura 1. Cromatograma de Íons Totais (TIC) obtido com a análise em LC-MS/MS da fração Hm-
Fr.ActOEt (Fonte: Autoria própria). 

 
Na desreplicação e detecção de flavonoides por LC-MS/MS, 
utilizando como banco de dados on-line o website GNPS, 18 
flavonoides conhecidos foram detectados (Tabela 1), dentre dois 
flavanonóis, seis flavonóis, quatro isoflavonas, cinco flavonas e um 
flavan-3-ol. 
O flavanonol astilbina foi detectado, flavonoide previamente 
identificado como o componente majoritário de Hymenaea 

martiana (CECHINEL et al., 2000). A astilbina é um flavonoide 
bioativo, com várias atividades farmacológicas já relatadas, como 
anti-inflamatória (CARNEIRO et al., 1993; LU et al., 2014; DING et 
al., 2014), anti-isquêmico (DIAO et al., 2014), tratamento de doenç
as auto-imunes (GUO et al., 2015), antinociceptivo e 
antiedematogênico (CECHINEL et al., 2000) e antioxidante (ZHANG 
et l., 2009; BAKOTA et al., 2015). 
Dentre os flavonoides identificados na fração Hm-Fr.AcOEt, apenas 
a quercetina apresenta atividade fotoprotetora relatada na 
literatura (STEVANATO et al., 2014; CHOQUENET et al., 2008; 
EVANS-JOHNSON et al., 2013; VICENTINI et al., 2011). Também 
apresenta atividade antioxidante (BOOTS et al., 2008; GARDI et 
al., 2015; RAVICHANDRAN et al., 2014) e atividade anti-inflamató
ria relatada (GARDI et al., 2015).  
A atividade antioxidante já foi relatada dentre os demais 
flavonoides identificados, como a taxifolina (CHOBOT et al., 2016), 
isoquercetina (JIN et al., 2007; VONGSAK et al., 2015), quercetina-
7-O-ramnosídeo (LIU et al., 2010), kaempferol-7-O-α-ramnosídeo 
(CHUA et al., 2008), quercitrina (ZHU et al., 2017), ononina (YU et 
al., 2005), glicitina (GENOVESE et al., 2005), sissotrina 
(ABDELHADY et al., 2015), amentoflavona (KIM et al., 1998; 
TARALLO et al., 2011), baicalina (JIN et al., 2007), isovitexina (HE 
et al., 2016), C-hexosil-apigenina (FERRERES et al., 2009), 
nobiletina (CHEN et al., 2017). Os flavonoides identificados 
demonstram o potencial bioativo do extrato das cascas de 
Hymenaea martiana.  
A Tabela 1 apresenta os flavonoides detectados por LC-MS/MS na 
fração Hm-AcOEt. 

  
Tabela 1 – Flavonoides detectados por desreplicação (LC-MS/MS) a partir da fração Hm-Fr.AcOEt, 
obtida a partir do extrato bruto das cascas de Hymenaea martiana. 

Classe do 

flavonoide 
Metabólito 

Rt 

(min) 

Fórmula 

Molecular 

m/z 

observada 

(ESI-) 

Flavanonol Astilbina 36,5 C21H22O11 449 

 Taxifolina 16,1 C15H12O7 303 

Flavonóis Isoquercetina 36,9 C21H20O12 463 

 
Quercetina-3-O-alfa-

ramnopiranosídeo 
37,8 C21H20O11 447 

 
Quercetina-7-O-raminosí

deo 
42,25 C21H20O11 449 

 
Kaempferol-7-O-α-L-

ramnosídeo 
41,8 C21H20O10 431 

 Quercetina 13,0 C15H10O7 301 

 Quercitrina 40,4 C21H20O11 447 

Isoflavonas Ononina 36,3 C22H22O9 431 

 Glicitina 41,8 C22H22O10 447 

 6”-O-Acetil-Glicitina 41,9 C24H24O11 489 

 Sissotrina 40,5 C22H22O10 447 

Flavonas Amentoflavona 21,8 C30H18O10 539 

 Baicalina 34,3 C21H18O11 445 

 Isovitexina 44,1 C21H20O10 415 

 C-Hexosil-apigenina 42,1 C21H19O10 433 

 Nobiletina 46,2 C21H22O8 403 

Flavan-3-ol Isoxantoflavan-3-ol 11,4 C20H22O5 369 

Legenda: Rt= Tempo de retenção; m/z= relação massa/carga; ESI-= ionização por 
eletrospray no modo negativo. 
 
Estudos utilizando a estratégia de biomonitoramento que visam o 
isolamento e purificação para a identificação ou elucidação destes 
e de flavonoides desconhecidos / não identificados estão sendo 
desenvolvidos. Métodos cromatográficos analíticos e preparativos 
(cromatografia em coluna, CLAE e cromatografia em camada 
delgada) e espectroscópicos (espectrometria de massas e ressonâ
ncia magnética nuclear) estão sendo utilizados para tal fim. 

 
CONCLUSÕES 

O estudo fitoquímico do extrato bruto das cascas de Hymenaea 

martiana demonstra que os compostos fenólicos, principalmente os 
flavonoides, constituem a classe majoritária da composição quí
mica do extrato. Flavonoides foram identificados na espécie pela 
primeira vez, e os flavonoides astilbina e taxifolina foram 
identificados no extrato, corroborando estudos anteriores. 
O desenvolvimento de estudos mais aprofundados torna-se necessá
rio para a identificação dos compostos desconhecidos ou não 
identificados, visando o estudo fitoquímico aprofundado da espécie 
em estudo. 
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