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5.2.6 Substância 6 

 

 

A substância 6 se caracterizou como um sólido amorfo (2 mg) de coloração 

amarelo-parda, obtido do extrato acetato de etila fracionado em coluna de sílica eluída 

com mistura gradiente de clorofórmio:metanol, seguido de duas etapas de 

refracionamento seqüencial em Sephadex LH-20 eluído com metanol (Figura 18). 

A análise cromatográfica realizada em cromatoplacas de sílica gel e celulose 

microcristalina eluídas com clorofórmio:ácido acético:metanol:água (64:32:12:08) e 

reveladas com NP/PEG (fluorescência azul) ou cloreto férrico 5% (cor azul) forneceu Rf 

de 0,45 e 0,3, respectivamente. 

Os perfis espectrais adquiridos pelos experimentos uni (RMN 1H, 13C e DEPT 

135º) e bidimensionais (gHSQC e gHMBC) são compatíveis com uma flavanona 

monoglicosilada unida a uma unidade de galoila (Figuras 54-62).  

Com relação a porção flavônica são identificados os mesmos sinais discutidos 

para as substâncias 2 (diidrokaempferol) e 5 (diidrokaempferol-3-O-く-glicopiranosídeo), 

onde atribui-se presença de hidroxilas em C3, C5, C7 e C4´, além de C3 ser 

caracterizado como oximetínico garantindo a ausência de ligação olefínica entre C2 e 

C3.    

Os deslocamentos químicos discutidos para 3 (ácido gálico) também são 

observados em 6 sugerindo a presença da porção galoila esterificada com a unidade 

monosídica do diidrokaempferol-3-O-く-glicopiranosídeo através da carboxila do ácido 

gálico (C7) com o carbono metilênico carbinólico da glicose (C6´´). A proposta para este 

ponto de união é fundamentada pelos sinais de H6´´ que, em 6, são observados em 

campo de menor proteção como um dupleto em h 4,36 (J= 6 Hz) e não como dois 

dupletos referentes a H6a´´ e H6b´´ de 5 (h 3,60 e 3,73), destacando a modificação do 

grupo funcional próximo a H6´´ para ambiente estéro-eletrônico mais eletronegativo 

(Figuras 54-62). A correlação deste dupleto (h 4,36) com o sinal em h 167,65 de C7´´´, 

observado no mapa de contornos gHMBC, corrobora a proposta do grupo galoila estar 

esterificado com o açúcar em H6´´ (Figura 61 e 62). 

O espectro de massas forneceu pico do íon molecular m/z 601,1235 relativo a 

fórmula C28H25O15
-, com fragmentações em m/z 271,0606 (C15H11O5

-) e m/z 449,1084 

(C21H21O11
-), reforçando a presença de unidade galoila unida ao diidrokaempferol-3-O-

く-glicopiranosídeo (Figura 63). 
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Os sinais de 1H observados em h 2,97 e 2,85 associados com os sinais de 13C 

em h 35,60 e 30,3  caracterizam a presença de grupos metoxila, entretanto, os 

resultados obtidos pelo espectro de massas impossibilitam esta suposição (Figuras 54-

63). Tais sinais podem estar relacionados com contaminante na amostra. 

Sendo assim, todos os dados espectrais indicam que 6 trata-se do 

diidrokaempferol-3-O-く-(6´´galoil)-glicopiranosídeo. Até o momento, não foram 

encontrados dados na literatura sobre esta substância. A Tabela 10 correlaciona os 

sinais espectrais por RMN 1H e 13C da substância 6 com os dados da literatura para o 

ácido gálico e o diidrokaempferol-3-O-く-glicopiranosídeo. 
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Figura 53 – Proposta para estrutura molecular da substância 6 [diidrokaempferol-
3-O-く-(6´´galoil)-glicopiranosídeo]. 
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Tabela 10 – Comparação entre os deslocamentos químicos de 1H e 13C (h) da substância 6 e 
dados da literatura para o diidrokaempferol-3-O-く-glicopiranosídeo e o ácido gálico 

Substância 6 
Porção molecular: 

diidrokaempferol-3-O-く-
glicopiranosídeo** (139) 

 

Posi-
ção 

 

Tipo 
de C 1H 

h (M, J em Hz) 

13C 
h 

1H 

h (M, J em Hz) 

13C 
h 

2 CH 5,24 (d, 10,0) 82,16 5,26 (d, 10,0) 83,5 
3 CH 4,81 (d, 10,0) 76,08 4,95 (d, 10,0) 78,2 

4 C - 194,47 - 195,5 
5 C - 162,73 - 165,6 

6 CH 5,93 (d) 95,03 5,91 (d, 2,0) 96,9 
7 C - 166,93 - 170,9 

8 CH 5,87 (d) 95,03 5,89 (d, 2,0) 96,9 

9 C - 163,521 - 164,2 
10 C - 101,20 - 102,6 

1´ C - 127,18 - 128,7 

2´ CH 7,24 (d, 8,5) 128,99 7,36 (m) 130,4 

3´ CH 6,73 (d, 8,5) 114,83 6,81 (m) 116,2 
4´ C - 157,79 - 159,3 
5´ CH 6,73 (d, 8,5) 114,83 6,81 (m) 116,2 

6´ CH 7,24 (d, 8,5) 128,99 7,36 (m) 130,4 

1´´ CH 3,98 (d, 7,4) 100,70 3,82 (d, 8,0) 102,6 

2´´  CH 73,11 74,6 

3´´ CH 74,30 77,2 

4´´ CH 69,95 71,2 

5´´ CH 

 
 

3,08 -3,43 (m) 

75,30 

 
 

2,98 – 3,25 (m) 

77,6 
6a´´ 
6b´´ 

CH2 4,36 (d, 6,0) 62,99 3,59 (dd, 5,5) 
3,75 (dd, 2,5) 

62,6 

    Porção molecular: ácido gálico*** 
(92) 

1´´´ C - 120,07 - 120,7 
2´´´ CH 7,10 (s) 108,83 7,08 (s) 109,1 

3´´´ C - 145,14 - 145,1 

4´´´ C - 138,48 - 138,3 

5´´´ C - 145,14 - 145,1 

6´´´ CH 7,10 (s) 108,83 7, 8 (s) 109,1 

7´´´ C - 167,65 - 169,1 

*TMS h 0; CD3OD; 
1
H 300 MHz; 

13
C 75 MHz. 

**TMS h 0; CD3OD; 
1
H 500 MHz; 

13
C 90,6 MHz. 

*** TMS h 0; CD3OD; 
1
H 300 MHz; 

13
C 75 MHz. 
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Figura 54 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CD3OD) da substância 6. 

 

 

 

 

240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Chemical Shift (ppm)  

 

Figura 55 – Espectro de RMN 13C (300 MHz, CD3OD) da substância 6. 
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Figura 56 – Expansões do espectro de RMN 1H (300 MHz, CD3OD) da substância 6, 
nas regiões entre h 1,0–8,0; 6,5-7,3; 4,0-6,2 e 2,5-4,5.  
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Figura 57 – Expansões do espectro de RMN 13C (75 MHz, CD3OD) da substância 6, 
nas regiões entre h 105-200, 25-120 e 24-145. 
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Figura 58 – Espectro de DEPT 135º (75 MHz, CD3OD) da substância 6 e ampliação 
na região entre h 10 e 170. 
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Figura 59 – Espectro gHSQC (300 MHz/75 MHz, CD3OD)   da substância 6. 
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Figura 60 – Ampliações do espectro de gHSQC (300 MHz/75 MHz, CD3OD) da 
substância 6, nas regiões entre h 2,8-6,0 x 60-110; 2,0-5,0 x 25-70 e 5,0-8,5 x 90-180. 
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Figura 61 – Espectro gHMBC (300 MHz/75 MHz, CD3OD)  da substância 6. 
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Figura 62 – Ampliações do espectro gHMBC  (300 MHz/75 MHz, CD3OD)  da 
substância 6, as regiões entre h 4,5-5,5 x 90-115; 2,8-4,5 x 60-90 e 3,4-6,5 x 150-
180. 
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Figura 63 – Espectro de massas da substância 6 no modo de ionização negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 112

5.2.7 Substâncias 7 e 8 

 

 

Os compostos 7 e 8 foram obtidas em mistura (50 mg) por cristalização 

espontânea a partir de uma solução hidroetanólica (9:1) preparada com a raiz de C. 

regium (10%), seguido de resfriamento (5-10ºC) por, aproximadamente, 15 dias. 

Apresentou aspecto cristalino incolor (Figura 64), sendo muito solúvel em clorofórmio 

e metanol e com ponto de fusão entre 25-30ºC.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 64 – Cristais aciculares da misturas das 
substância 7 e 8 obtida após resfriamento da solução 
hidroetanólica de C. regium. 

 

O conjunto de sinais e os deslocamentos químicos adquiridos por RMN 1H, 
13C e DEPT 135º, indicam que 7 e 8 possuem carbonila (δ 199,3), carbonos 

quaternário (δ 137,84) e metínico (δ 131,10) de anel aromático ou de alcenos 

conjugados, além de carbonos metilênico (δ 38,9-22,67) e metila (δ 14,10) (Figuras 

66-75). A presença do simpleto em δ 8,66 associado a apenas um sinal de carbono 

metilênico em δ  131,10 sugerem que a ligação olefínica conjugada estar entre um 

carbono metilênico e um carbono quaternário (δ 137,84) (132, 133). O conjunto 

destes dados espectrais associado ao padrão quimiotaxonômico de Cochlospermum 

sp. sugerem que a identidade química de 7 e 8 como triacilbenzenos do tipo das 

cochlosperminas [19, 22-24] (89, 92). 

O mapa de contornos gHSQC indicou correlação heteronuclear direta entre o 

sinal em δ 38,90 e o triplete em 3,03 ppm caracterizando a identificação de C1´´ e 

H1´´. Também forneceu acoplamento entre os sinais dos hidrogênios (δ 0,86, t) e do 

carbono da metila terminal da cadeia alquílica (δ 14,10). Ainda por este experimento, 

os hidrogênios metilênicos H2´ do carbono β acoplaram com o sinal em campo de 

maior blindagem em δ 24, enquanto que os hidrogênios do simpleto intenso em δ 
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1,24 foram correlacionados com o sinal em δ 31 atribuído ao ante-penúltimo carbono 

do grupo alquílico (Figura 71) (132, 133).  As correlações heteronucleares à longa 

distância fornecidas por gHMBC confirmaram as atribuições sugeridas para 

triacilbenzenos conforme apresentado na Tabela 11 e na Figura 72. 

A análise por CG-EM desta mistura possibilitou a separação das substâncias 

7 e 8 com tempos de retenção de 81,87 (84,9% área) e 119,9 min (15,09% área) 

fornecendo, respectivamente, picos dos íons moleculares m/z 624 (C42H72O3) e de 

652 (C44H76O3) (Figuras 73-75). O conjunto de sinais espectrais associado à massa 

molecular e ao padrão quimiotaxonômico de Cochlospermum, permitiu caracterizar 

as substâncias 7 e 8 como os triacilbenzenos conhecidos como cochlosperminas A e 

B (89, 92). 

 

 

 

 

 

 

Figura 65 – Estrutura molecular da substância 7 (cochlospermina A) e 8 
(cochlospermina B). 

 

Conforme comentado no tópico 2.4, os triacilbenzenos cochlosperminas A 

[22], B [23], C [19] e D [24] foram isolados das cascas de C. plachonii, espécie nativa 

da África do Sul utilizada popularmente para o tratamento de transtornos hepáticos e 

malária [ADDAE-MENSAH et al. citado por RITTO (23), 89]. 

Já da raiz de C. regium, Ritto (23) identificou a 1-hidroxitetradecanona que, 

conforme Addae-Mensah et al. citado por Ritto (23), é precursora das 

cochlosperminas.  

Substância 7 

R1=R2=R3= H3C(CH2)10 

 

Substância 8 

R1=CH3(CH2)12 e R2=R3=CH3(CH2)10 

O R1

R2

O

R3

O
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Da raiz de C. vitifolium, Almeida et al. (92) isolaram, entre outros compostos, 

o triacilbenzeno 1-dodecanoil-3,5-di(tetradecanoil)benzeno. Estes autores sugerem 

um padrão quimiotaxonômico para o gênero incluindo sesquiterpenos, cetonas 

alifáticas de cadeia longa, flavonóides e triacilbenzenos. Neste contexto, a presença 

da cochlosperminas A e B aqui comprovada reforça a proposta de Almeida et al. 

(92). 

 
 
Tabela 11 – Comparação entre os deslocamentos químicos de 1H e 13C (δ) da mistura com 
as substâncias 7 e 8 e dados da literatura para a cochlospermina B (1-dodecanoil-3,5-
di(tetradecanoil)benzeno) 

Mitura 7 e 8** 1-dodecanoil-3,5-
di(tetradecanoil)benzeno*** 

(92) 

 
Posição 

 
Tipo de C 

1H 

δ (M, J em 
Hz) 

13C 
δ 

1H 

δ (M, J em 
Hz) 

13C 
δ 

1,3,5 CH 8,66 (s) 131,10 8,69 (s) 131,0 
2,4,6 C - 137,84 - 138,0 
7 C - 199,32 - 199,9 
1´ CH2 3,03 (t) 38,90 3,03 (t, 7,2, 3 

x CH2) 
39,1 

2´ CH2 1,75 
(quinteto) 

24,13 1,76 (m, 3 x 
CH2) 

32,1 

3´ CH2 29,60 * 
4´ CH2 29,48 * 
5´ CH2 29,45 * 
6´ CH2 29,45 * 
7´ CH2 29,32 * 
8´ CH2 29,25 * 
9´ CH2 31,92 * 
10´ CH2 

 
 
 
 

1,30 (s) 

22,67 

 
 
 
 

1,30  
(s intenso, 2 
x 10 CH2 + 8 

CH2) * 
11´ CH3 0,86 (t) 14,10 0,89 (t, 3 x 

CH3) 
14,3 

*valores não informados pelos autores. 
**TMS δ 0; CDCl3; 

1H 300 MHz; 13C 75 MHz. 
***TMS δ 0; CD3OD; 1H 300 MHz; 13C 75 MHz. 
 



 115

 
 

15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)  

 

Figura 66 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3) da mistura de 7 e 8. 
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Figura 67 – Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCl3) da mistura de 7 e 8. 
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Figura 68 - Expansões do espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3) da mistura de 7 e 
8 nas regiões entre δ 0,75–1,80; 0,5-9,5; 6,5-9,0 e 0,5-3,2.  
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Figura 69 – Expansões do espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCl3) da mistura de 7 e 
8, nas regiões entre δ 11-40 e 115-210. 
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Figura 70 – Espectro de DEPT 135º (75 MHz, CDCl3) da mistura de 7 e 8. 
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Figura 71 – Espectro gHSQC (300 MHz/75 MHz, MeOD) da mistura de 7 e 8 e 
expansões nas regiões entre δ 0,0-3,5 x 0-45. 
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Figura 72 – Espectro gHMBC (300 MHz/75 MHz, MeOD) da mistura de 7 e 8 e 
expansões nas regiões entre δ 0,0-3,5 x 5-55. 
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Figura 73 – Perfil cromatográfico por CG da mistura de 7 e 8 utilizando coluna DB-
5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) mantida em temperatura constante de 300 ºC, 
Hélio como gás de arraste em fluxo de 1,3 mL/min, durante 220 min. 
 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 74 – Espectro de massas da substância 7 em modo de ionização por 
impacto de Elétron a 70 eV. 
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Figura 75 – Espectro de massas da substância 8 em modo de ionização por 
impacto de elétron a 70 eV. 
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5.3 DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS FARMACOGNÓSTICOS 

 

 

A análise farmacognóstica se refere aos ensaios necessários para assegurar 

a qualidade de drogas de origem natural através dos parâmetros de autenticidade, 

integridade e pureza que, quando possível, encontram-se descritos nas monografias 

farmacopêicas específicas. Tal condição garante lotes padronizados, tanto da 

matéria-prima ativa como do medicamento, com concentração constante de 

substâncias ativas e capazes de promover o mesmo efeito terapêutico (1, 13, 145-

148). 

Ainda são poucas as monografias farmacopêicas de drogas vegetais 

brasileiras presentes na Farmacopéia Brasileira IV devido a precariedade de 

informações científicas (148, 49). Este fato justifica a necessidade de haver maior 

investigação farmacognóstica para serem propostos parâmetros de qualidade 

essenciais para a elaboração de monografias de drogas nacionais de importante uso 

medicinal cuja eficácia e segurança já tenham sido confirmadas. 

Na busca deste objetivo é necessário que a droga seja analisada em 

diferentes locais e épocas do ano procurando verificar se os fatores edáficos, 

climáticos e sazonais são capazes de alterar demasiadamente os parâmetros 

farmacognósticos, interferindo na definição dos resultados a serem propostos (17, 

150, 151).  

Este trabalho se propôs a analisar a raiz de C. regium considerando o aspecto 

sazonal através de amostras coletadas bimestralmente durante o ano de 2008. 

Sendo assim, as amostras foram coletadas no mesmo local (cerrado nativo do 

Campus III da Uniderp) diminuindo as variáveis externas que pudessem prejudicar a 

análise sazonal (110, 152). O caráter ontogênico não pôde ser estabelecido visto 

que C. regium é um arbusto que sobrevive a queimadas mantendo um tamanho 

uniforme entre os indivíduos de um mesmo local.  

Foram realizadas as determinações de: características botânicas e 

organolépticas, distribuição granulométrica, densidade, umidade da raiz fresca, 

umidade residual, cinzas totais, cinzas insolúveis em ácido, fingerprint por CCD e 

CLAE, quantificação de ácido gálico e diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo. Os 

parâmetros aqui adquiridos podem direcionar a padronização de C. regium para uso 

medicinal. 
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5.3.1 Características organolépticas e descrição botânica 

 

 

 As raízes analisadas não apresentaram desenvolvimento característico de 

xilopódio. Mostraram-se pivotantes atingindo mais de 1 m de profundidade e, 

aproximadamente, 15 cm de largura. A casca, de coloração marron escura, foi 

retirada durante a lavagem para o processamento da droga segundo a indicação 

popular. A raiz, desprovida de casca, apresentou sabor adstringente, odor agradável 

e coloração amarelo-pálida mais clara na região medular (Figura 76). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 76 – Raiz de C. regium após coleta, limpeza, retirada da casa e corte manual.  

 

A primeira amostra coletada foi submetida ao corte com facão de poda 

provocando sutil coloração azulada no material fresco que, após secagem, mostrou-

se com grande alteração de cor (marron escuro) (Figura 77). Tal fato, somado com o 

forte sabor adstringente, caracterizou presença de taninos tornando necessária a 

rejeição da amostra complexada e o processamento adequado das novas coletas 

através do corte do material fresco com faca inox (131). 

 A análise microscópica da raiz fresca e seca não mostrou diferenças 

significativas entre as amostras. Todas evidenciaram estrutura anatômica secundária 

onde há região cortical menos desenvolvida contendo bolsas, células 

parenquimáticas arredondadas ricas em amido, drusas e mucilagens (Figuras 78-

84).  
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Figura 77 – Corte da raiz de C. regium com facão de poda provocando 
complexação de taninos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 78 – Secção transversal na região cortical da raiz de C. regium 
evidenciando drusas e células esclerenquimáticas. (A) Lâmina extemporânea 
sem coloração (M.O. 10x); (B) Lâmina permanente após coloração com 
safranina-azul de astra  (M.O. 40x). 
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A caracterização das bolsas presentes na região cortical como produtoras de 

taninos, conforme afirmado por Ritto (23), não pôde ser confirmada em lâminas 

permanentes visto estarem desprovidas de conteúdo interno (Figura 79). Entretanto, 

nestas mesmas lâminas, as substâncias fenólicas foram observadas nos feixes do 

parênquima xilemático (Figura 82). Para identificação inequívoca do conteúdo 

interno das bolsas, foi realizada análise histoquímica do material vegetal fresco 

submetido à corte manual. A Figura 80 comprova que as bolsas presentes na região 

cortical não possuem conteúdo fenólico e sim material oleoso (óleo essencial ou 

lipídico).   

 Os grãos de amido são evidentes em toda extensão da raiz, porém, menos 

abundantes na região floemática. Possuem formato arredondado com hilo central 

(Figuras 78-84). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 79 – Secção transversal da região cortical da raiz de C. regium (lâminas 
permanentes) evidenciando grupo de células esclerenquimáticas, bolsa, grãos de 
amido e células com conteúdo fenólicos e mucilaginoso. (A) Coloração com cloreto 
férrico; (B e C) Coloração com azul de metileno (M.O. 10x). 

   bolsa     idioblasto com         cel. parenq.                               bolsa      idioblasto com 
               conteúdo fenólico    ricas em amido                                   conteúdo mucilaginoso 

  conj. cél.                    conj. cél.  
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Figura 80 – Secção transversal da região cortical da raiz de C. regium (lâminas 
extemporâneas) evidenciando células com conteúdo fenólico e bolsa oleosa após 
coloração com cloreto férrico (A) (M.O. 10x). 
 
 
 Todas as características observadas com relação ao floema e xilema se 

assemelham com as informações descritas por Ritto (23). As células floemáticas 

mostram formato ogival, com paredes finas e grupo alternado de células 

esclerenquimáticas de lúmen estreito (fibras) acima das células floemáticas (Figura 

81). O corte transversal também mostra área cambial entre os raios medulares com 

células volumosas, porém, estreitas (Figura 81). 

O xilema é mais desenvolvido, rico em tecido parenquimático com grãos de 

amido e com vasos, prevalentemente, solitários. É dividido por raios formados por 

até 5 camadas de células parenquimáticas  retangulares ricas em conteúdo fenólico 

(Figuras 82-84).  
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   (B)                                                            (B) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 81 – Secção transversal da região floemática da raiz de C. regium (lâmina 
permanente), próxima ao câmbio, evidenciando células esclerenquimáticas, câmbio 
e raios floemáticos. (A) Coloração com cloreto férrico; (B) Coloração com safranina-
azul de astra (M.O. 4 e 10x). 
 
 
 
 
 
 

                               câmbio                                              cambio      raios floemáticos 

       cels.               região              câmbio                             cel.          raios floemáticos   câmbio 
  esclerenq.        floemática                                               esclerenq. 
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Figura 82 – Secção transversal da região do xilema secundário da raiz de C. 
regium evidenciando células parenquimáticas do raio xilemático com conteúdo 
fenólico. (A) lâminas permanentes (M.O. 10 e 40 x); (B) corte histológico 
extemporâneo (M.O. 10 x). 
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Figura 83 – Secção transversal da região do xilema secundário da raiz de C. 
regium (lâmina permanente) evidenciando vasos solitários e agrupados (M.O. 
40x). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 84 – Secção transversal da região do xilema secundário da raiz de C. 
regium (lâmina permanente) evidenciando células parenquimáticas ricas em 
amido e células do raio xilemático ricas em conteúdo fenólico. (A) Coloração 
com safranina-azul de astra; (B) Coloração com lugol (M.O. 40 x). 
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5.3.2 Parâmetros físico-químicos 

 

 

5.3.2.1 Distribuição granulométrica, densidade aparente e por compactação 

 

 

A distribuição granulométrica de C. regium em condições de moagem 

específicas, foi determinada com o objetivo de se conhecer a capacidade física da 

raiz seca na etapa tecnológica de granulação. Este ensaio foi realizado somente 

com as amostras coletadas em fevereiro, abril e junho utilizando um jogo formado 

pelos tamises com abertura de malha 0,840 (20), 0,300 (50) e 0,250 (60) mm. 

Os resultados permitiram classificar o pó da raiz de C. regium pulverizado em 

moinho de facas com peneira de 2 mm, como um pó semelhante ao considerado 

como semi-fino, visto que mais de 40% do pó passou pelo tamis de abertura nominal 

de 250 µm (BRASIL, 1988). A classificação farmacopêica identifica o pó semi-fino 

como aquele que “passa totalmente pelo tamis de 0,355 mm e, no máximo, 40% 

pelo tamis com malha de 0,180 mm”. 

A Tabela 12 e a Figura 85 fornecem as quantidades retidas em cada tamis 

demonstrando que grande parte das partículas encontra-se na classe granulométrica 

menor do que 0,250 mm, na proporção de 71,6 (fev), 51,7 (abr) e 72,9 % (jun). O 

diâmetro médio das partículas foi calculado em 0,256 (fev), 0,349 (abr) e 0,256 mm 

(jun) fornecendo a média granulométrica de 0,287 (± 0,0534) mm. 
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Tabela 12 – Teor de massa (%) retida e acumulada da raiz seca de C. regium pulverizada 
em moinho elétrico de facas acoplado com tela de 2 mm, coletada nos meses de fevereiro, 
abril e junho, de 2008 

Abertura da 
malha (mm) 

Classe 
granulométric

a (mm) 

Abertura 
média 
(mm) 

Amostras  Fração retida 
(%) 

Fração retida 
acumulada 

(%) 

Fev 1,96  1,96 
Abr 3,24 3,24 

 
0,840 
(tamis 20) 

 
 
0,840├ 2,000 

 
 
1,420 Jun 3,32 3,32 

Fev 21,78 23,74 
Abr 37,74 40,98 

 
0,300 
(tamis 50) 

 
 
0,300├ 0,840 

 
 
0,570 Jun 16,71 20,03 

Fev  4,60 28,34 
Abr 7,30 48,28 

 
0,250 
(tamis 60) 

 
 
0,250├ 0,390 

 
 
0,320 Jun 7,00 27,03 

Fev 71,66 100 
Abr 51,72 100 

 
Coletor  

 
 
0,000├ 0,250 

 
 
0,125 Jun 72,97 100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 85 – Distribuição do tamanho das partículas da raiz de C. regium 
pulverizada em moinho de facas com peneira de 2 mm. 

 

A determinação da densidade aparente e por compactação foi realizada com 

as seis amostras coletadas bimestralmente e forneceu valores semelhantes que 

atribuíram o resultado médio respectivos de 0,40 (± 0,030) g/ mL e 0,62 (± 0,050) 

g/mL. Tais resultados assemelham-se aos reportados por Martins et al. (153) que 

registram a densidade aparente 0,56 g/mL com diâmetro médio das partículas de 

174 µm para a raiz de Smilax polyintha. As partes aéreas tendem a possuir menor 

densidade conforme registrado para Melampodium dicaricatum (densidade aparente: 

0,22 g/ mL; densidade por compactação: 0,26 g/ mL) (115). 

Faixa granulométrica 

Fração retida (%) 
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Tabela 13 – Valores da densidade aparente e por compactação da raiz de C. regium 
pulverizada em moinho elétrico de facas acoplado com peneira de 2 mm, coletada nos 
meses de fevereiro, abril, agosto, outubro e dezembro/ 2008 

Amostras Densidade aparente (g/ mL) 
Densidade por compactação 

(g/ mL) 

Fev 0,42 ± 0,010 0,64 ± 0,017 
Abr 0,44 ± 0,026 0,67 ± 0,006 
Jun 0,41 ± 0,020 0,66 ± 0,015 
Ago 0,40 ± 0,000 0,61 ± 0,010 
Out 0,35 ± 0,017 0,53 ± 0,011 
Dez  0,40 ± 0,005 0,63 ± 0,010 
MÉDIA 0,40 ± 0,030 0,62 ± 0,050 
 

O conhecimento sobre as características físicas das drogas vegetais pode 

levar à obtenção de pós com propriedades tecnológicas adequadas capazes de 

favorecer, principalmente, as técnicas extrativas. O tamanho, formato, densidade, 

área superficial e porosidade são características que influem na capacidade de 

extração e absorção de umidade do pó (13, 145, 151, 154, 155).  

List e Schmidt (13) e Sharapin (3, 155) informaram que pós de maior tamanho 

e com boa molhabilidade favorecem as extrações por maceração e percolação. A 

presença de partículas muito finas e densas dificulta a percolação e maceração por 

concrescimento provocando a formação de canais preferenciais (percolação) e 

prejudicando a eficiência de filtração (maceração) (3, 145, 147, 154, 155). Neste 

sentido, para serem submetidas a processos extrativos, as drogas devem ser 

pulverizadas de forma a serem obtidos pós “moderadamente grosso ou semi-fino” 

ajustando-se o equipamento de moagem de acordo com a natureza física da droga, 

ou incorporando de material inerte e volumoso, como palha de arroz, para que o pó 

seja extraído com maior eficiência (3, 155). 

Para partes vegetais lenhosas como entrecasca, casca, raiz, rizomas e 

sementes, é indicado o corte semi-fino em moinho adequado para que a 

granulometria se mantenha entre 0,5 a 5 mm, produto classificado como pó grosso 

ou moderadamente grosso pela Farmacopéia Brasileira IV (72, 145, 147, 154).  

Neste contexto, os resultados aqui apresentados indicam que a raiz de C. 

regium apresenta boa capacidade de pulverização devendo haver ajuste do 

equipamento de moagem para que a droga em pó possua granulometria maior do 

que 0,285 mm quando o interesse for utilizá-la em processos extrativos com 

finalidade tecnológica. 
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5.3.2.2 Umidade, cinzas totais e cinzas insolúveis em ácido 

 

 

Os resultados indicaram que a raiz de C. regium apresenta grande teor de 

água com valor médio de 71,27 (±4,24) que variou entre 65,95 a 73,1% (Tabela 14). 

Estes resultados reforçam os dados da literatura que atribuem características 

xerofíticas da raiz (xilopódio) capacitando esta espécie para reserva de água e 

sobrevivência no solo árido e no clima quente do cerrado (112). Em relação às 

condições tecnológicas de produção, este resultado direciona a quantidade de 

material fresco que deve ser coletado para a produção da droga vegetal. 

 Os teores de umidade das drogas processadas variaram entre 7,3 a 9,7% 

(média de 8,48 ± 0,92) demonstrando que a capacidade da droga absorver umidade 

não possibilita o crescimento de microorganismos que ocorre, conforme Oliveira et 

al. (110) e List e Schmidt (13), em material com umidade acima de 12%. Nas plantas 

farmacopêicas é estabelecido teores de umidade que variam entre 5 a 16% 

dependendo da natureza higroscópica da droga (Tabela 14, Quadro 3).  

O teor de cinzas totais estabelece a quantidade de substâncias inorgânicas 

não voláteis obtidas por incineração representando a soma de material inorgânico 

produzido pela espécie (cinzas intrínsecas, fisiológicas) com o aderido à droga pelo 

ambiente (cinzas extrínsecas, areia, pedra) obtidas, geralmente, pelo mal 

processamento do farmacógeno após a coleta. Este último parâmetro é determinado 

pelo ensaio de cinzas insolúveis em ácido sendo aceito maior teor para drogas 

farmacopêicas que são raízes e cascas do caule (Quadro 2) (72, 146, 148, 149). 

Vale comentar que, a quantidade de cinzas fisiológicas (diferença entre o valor de 

cinzas totais e cinzas insolúveis) é indicativa de autenticidade da droga. 

As raízes de C. regium analisadas apresentaram os teores de cinzas totais e 

cinzas insolúveis em ácido que variaram, respectivamente, entre 2,52 (±0,02) a 3,94 

(±0,71) % e 0,00 a 0,26 (±0,07)%. Estes resultados permitem concluir que a raiz de 

C. regium pode produzir até 4% de material inorgânico fisiológico sendo 

praticamente inexistente a capacidade de aderência de material extrínseco (Tabela 

14).  

Os resultados de umidade da droga e cinzas totais aqui adquiridos diferenciam-

se de Ritto (23) que descreve os valores respectivos de 15,1 e 2,08%, para raiz 

coletada no cerrado do município de Leme/ SP. O autor realizou quatro coletas nos 
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anos de 1992 e 1995 e não especificou qual material foi utilizado para estes ensaios. 

A diferença substancial no valor de umidade obtida por este trabalho e o 

apresentado por Ritto (23) pode ser atribuída a fatores relacionados com o ambiente 

e/ou com o processamento da droga (152, 145, 147). 

 

Tabela 14 – Teor de umidade, cinzas totais e cinzas insolúveis em ácido para raiz de C. 
regium coletada nos meses de fevereiro, abril, junho, agosto, outubro e dezembro/ 2008 

Parâmetros  físico-químicos  (%)  
Amostras 

Umidade da 
raiz fresca 

Umidade da 
droga  

Cinzas totais 
 

Cinzas insol. 

Fev 71,8 ± 0,54 7,3 ± 0,26 3,0 ± 0,02 0,15 ± 0,02 
Abr 71,2 ± 1,15 9,7 ± 0,43 3,6 ± 0,07 0,26 ± 0,07  
Jun 68,8 ± 0,40 9,34 ± 0,31 2,52 ± 0,02 0,00 ± 0,00 
Ago 78,7 ± 0,88 7,74 ± 0,17 3,07 ± 0,04 0,00 ± 0,00 
Out 71,21 ± 0,81 8,57 ± 0,71 3,94 ± 0,71 0,05 ± 0,07 
Dez 65,95 ± 0,51 8,25 ± 0,23 2,37 ± 0,05 0,06 ± 0,02 
Média 71,27 ± 4,24 8,48 ± 0,92 3,08 ± 0,60 0,08 ± 0,10 
 
 
Quadro 2 – Teor de umidade, cinzas totais e cinzas insolúveis de algumas drogas 
farmacopêicas 

Teor máximo aceitável (%) 
Espécie Parte 

Umidade  Cinzas 
totais 

Cinzas insol. 

Cephaelis ipecacuanha raiz n/c 6 3 
Cinchona pubescens casca 10 5 n/c 
Foeniculum vulgare Fruto 10 10 n/c 
Gentiana lutea Raiz 5 6 n/c 
Glycyrhiza glabra Raiz 10 7 n/c 
Hamamelis virginiana Folha 5 7 2 
Hydrastis canadensis Raiz 10 8 n/c 
Malva sylvestris Folha 16 16 n/c 
Peumus boldus Folha 5 10 6 
Matricaria recutita inflorescência n/c 14 n/c 
Pimpinella anisum Fruto 7 12 n/c 
Rhamnus pursiana Casca 12 6 2 
Valeriana officinalis Raiz n/c 15 7 

n/c: não consta. Fonte: Farmacopéia Brasileira 4ª edição. 
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5.3.2.3 Perfil cromatográfico (fingerprint) 

 

 

O fingerprint traduz a impressão digital química da matriz possibilitando 

verificar a identidade do produto vegetal bem como a possibilidade de 

adulterações e falsificações. É obtido através de análise cromatográfica por 

diferentes técnicas dependendo da classe química prevalente na matriz e do 

objetivo do experimento (quali, semi-quanti ou quantitativo). Deve apontar, 

prioritariamente, o(s) marcador(es) químico(s) sempre acompanhados de outros 

metabólitos secundários quimicamente semelhantes e presentes na matriz 

vegetal analisada, passíveis de visualização no mesmo sistema cromatográfico. 

Forma um desenho único em que a proporção dos seus componentes deve ser 

constante ou variar em faixas estreitas, mesmo que as substâncias ativas ou 

marcadoras não sejam conhecidas. Desta forma, o fingerprint é uma ferramenta 

imprescindível para se conhecer a autenticidade do material vegetal bem como 

sua integridade química, permitindo a obtenção de produtos quimicamente 

padronizados (107, 146, 148, 156). 

O fracionamento químico realizado com a raiz de C. regium evidenciou que 

os metabólitos secundários prevalentes e potencialmente ativos são polifenóis 

passíveis de serem observados por CCD e CLAE em sistemas úteis para 

migração de substâncias polares e detecção de cromóforos. Os compostos 

majoritários isolados, ácido gálico, diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo e 

ácido elágico, foram utilizados como padrão (marcadores) e direcionaram os 

métodos cromatográficos.  

Entre os sistemas cromatográficos testados para análise por CCD, as 

melhores resoluções foram obtidas em cromatoplacas de sílica gel utilizando os 

eluentes clorofórmio:ácido acético:metanol:água (64:32:12:8) e acetato de 

etila:ácido fórmico:ácido acético:água (100:11:11:26), reveladas com NP/PEG ou 

cloreto férrico (Figuras 86 e 87). Por esse ensaio foram analisados o extrato 

hidroetanólico 10% utilizando o álcool 70% como solvente extrator, e a fração 

acetato de etila obtida pela partição do extrato hidroalcoólico. A extração seletiva 

do extrato hidroalcoólico com acetato de etila teve como objetivo diminuir 

interferentes e intensificar a concentração dos marcadores. 
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O extrato hidroetanólico e a fração acetato de etila, eluídos com 

clorofórmio:ácido acético:metanol:água (64:32:12:8) e revelados com NP/ PEG, 

mostraram sobreposição do ácido gálico (fluorescência azul) com o 

diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo (fluorescência amarela), em Rf próximo a 

0,6, onde houve predominância da coloração amarela do flavonóide mascarando 

a presença de ácido gálico (Figura 86). Melhor deslocamento destes metabólitos 

foi obtido realizando eluição com acetato de etila:ácido fórmico:ácido acético:água 

(100:11:11:26) onde o ácido gálico e diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo 

mostraram fatores de retenção de 0,93 e 0,70, respectivamente (Figura 87).  

Utilizando os eluentes acima citados, o metabólito secundário inédito 

diidrokaempferol-3-O-β-(6´´galoil)-glicopiranosídeo foi observado com coloração 

laranja escura logo abaixo do diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo (Figuras 86 

e 87). Já o ácido elágico forneceu mancha larga de fluorescência azul não 

observada nas amostras (Figuras 86 e 87). É importante comentar que a 

presença deste marcador está associada com a hidrólise dos taninos elágicos e, 

portanto, a sua presença pode sugerir a inadequação do material vegetal (droga, 

produto extrativo, entre outros) acarretada pela degradação química dos taninos 

elágicos (131). 

A revelação das cromatoplacas com cloreto férrico mostrou detecção mais 

sutil do que com NP/ PEG identificando todos os polifenóis do extrato 

hidroalcoólico e da fração acetato de etila com coloração azul (107, 131). Dentre 

os polifenóis revelados, o diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo e o 

diidrokaempferol-3-O-β-(6´´galoil)-glicopiranosídeo apresentaram, inicialmente, 

cor rósea, podendo ser  diferenciados dos outros polifenóis das amostras de C. 

regium.   

A detecção dos marcadores foi semelhante entre o extrato hidroalcoólico e 

a fração acetato de etila, mostrando que a extração seletiva por partição não é 

necessária. 
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Figura 86 – Perfil cromatográfico por CCD da raiz de C. regium, empregando 
eluição com clorofórmio:ácido acético:metanol:água (64:32:12:8) e revelação com 
NP/PEG (A) e cloreto férrico (B). Amostras: extrato hidroalcoólico (1); fração 
acetato de etila (2); diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo; ácido gálico (4); 
ácido elágico (5). 
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Figura 87 – Perfil cromatográfico por CCD da raiz de C. regium, empregando 
eluição com acetato de etila:ácido fórmico:ácido acético:água (100:11:11:26) e 
revelação com NP/PEG (A) e cloreto férrico (B). Amostras: extrato hidroalcoólico 
(1); fração acetato de etila (2); diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo; ácido 
gálico (4); ácido elágico (5). 
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A busca pelo fingerprint por CLAE foi realizada em fase reversa com 

detecção UV/Vis e DAD, utilizando eluentes ácidos em modo isocrático e 

gradiente. O estudo analítico de polifenóis simples e flavônicos utilizando CLAE 

acoplada à detecção UV/Vis é extensamente reportada na literatura (134, 144,  

157). Conforme Souza (158), Govindarajan et al. (157) e Rocha (148), este 

método mostra-se versátil e preciso para análise de flavonóides, especialmente, 

quando acoplado à detecção com rede de diodos (diode array detector, DAD).  

Os cromatogramas obtidos por CLAE-UV ou CLAE-DAD permitem 

visualizar somente substâncias com grupos cromóforos, ou seja, grupos capazes 

de sofrer transições eletrônicas provocadas pela passagem de elétrons de um 

orbital ligante para um antiligante (instável) (132, 159, 160). A capacidade 

cromofórica de galatos e flavonóides se deve às duplas conjugadas do(s) anel(is) 

benzênico(s) permitindo, facilmente, o deslocamento eletrônico do orbital 

molecular pi ligante para o orbital pi antiligante.  

O padrão espectral de absorção na região do UV/Vis de diferentes 

flavonóides e compostos fenólicos simples (fenilpropanos, derivados do ácido 

gálico e outros) são amplamente caracterizados pela literatura, inferindo sobre o 

tipo de esqueleto fundamental bem como sobre o grau de substituição (161). As 

Figuras 88 e 89 ilustram espectros de absorção UV/Vis de alguns ácidos fenólicos 

e flavonóides de ampla distribuição na natureza.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 88 – Espectros de absorção na região UV/Vis (200-600 nm) de alguns 
padrões de ácidos fenólicos comumente presentes em plantas medicinais. Fonte: 
Mira et al. (162). 
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Figura 89 - Espectros de absorção na região UV/Vis (200-400 
nm) de alguns padrões de flavonóides e do ácido clorogênico. 
(a) orientina; (b) vitexina 2-O-ramnosídeo; (c) quercitrina; (d) 
apigenina 7-O-glicosídeo; (e) vitexina; (f) ácido clorogênico. 
Fonte: Paiva et al. (162). 
 

O sistema de detecção por rede de diodos (DAD) possibilita a aquisição 

dos espectros de absorção na região do UV/Vis das substâncias separadas pela 

CLAE. Apesar de diferentes substâncias apresentarem o mesmo grupo cromóforo 

e, portanto, a mesma capacidade de absorção de luz, o espectro de absorção 

molecular na região do UV/Vis associado com o tempo de retenção são 

indicativos importantes para identidade da molécula detectada pelo sistema 

CLAE-DAD. 

No que se refere aos sistemas eluentes apropriados para análise de 

substâncias fenólicas por CLAE em fase reversa, a literatura indica o uso de 

misturas ácidas. Neste contexto, Souza (158) informa que misturas de metanol e 

ácido fosfórico 1% (v/v) ou metanol e ácido acético 1% (v/v) são eluentes comuns 

para separação de flavonóides em coluna de fase reversa (Spherical C18). Estas 

informações são reforçadas por Govindarajan et al. (157), que indicam haver uso 

freqüente de eluição binária com água ácida e solvente orgânico polar (metanol 

ou acetonitrila) em sistema de fase reversa (colunas C18) e detecção por DAD, 

para análise de produtos vegetais com marcadores fenólicos. 

Inicialmente, a análise cromatográfica da raiz de C. regium foi realizada em 

modo isocrático e detecção UV/Vis com comprimento de onda fixo, objetivando 



 141 

5 10 15 20 25 30

Minutes

-1.4

0.0

2.5

5.0

7.5

10.0

12.5

mVolts c:\star\algodaozinho\algodaoz 362nm flav.run

X:

Y:

 0.2589 M inutes

-0.140 mVolts

3.
38

5
3.

56
0

4.
07

8
4.

34
4

4.
88

6
5.

21
9

5.
72

1

7.
06

5

7.
79

2

9.
14

1

 

 

estabelecer um perfil cromatográfico por um método mais simples que 

possibilitasse a análise em laboratórios menos equipados. A melhor resolução 

para este sistema foi obtida com metanol:ácido fosfórico 0,16 M (1:1), fluxo de 1 

mL/ min e detecção em 362 nm, fornecendo resultado parcialmente útil para a 

observação do diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo (Tr 4,8 min) e do ácido 

elágico (Tr 6,8 min). O ácido gálico não apresentou retenção na fase estacionária 

(Tr 2,3 min) além de ser visualizado em outro canal de detecção (254 nm) 

(Figuras 90 e 91). A baixa resolução do cromatograma, com sinais sobrepostos 

ao flavonóide majoritário e a ineficiência na migração do ácido gálico, indicou que 

o método isocrático em fase reversa é insatisfatório para análise química da raiz 

de C. regium. 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 90 – Perfil cromatográfico por CLAE-UV/Vis do extrato hidroalcoólico da 
raiz de C. regium, empregando coluna C-18, mistura de metanol:ácido fosfórico 
0,16 M (1:1), fluxo de 1 mL/ min. e detecção em 362 nm. 
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Figura 91 – Perfil cromatográfico por CLAE-UV/Vis do extrato hidroalcoólico da 
raiz de C. regium, empregando coluna C-18, mistura de metanol:ácido fosfórico 
0,16 M (1:1), fluxo de 1 mL/ min. e detecção em 254 nm. 

 

A otimização do experimento foi viabilizada por eluição em gradiente e 

detector DAD, onde a melhor resolução cromatográfica do extrato aquoso (infuso) 

foi fornecida com gradiente linear de água (eluente A) e metanol (eluente B), 

ambos com 1% e ácido acético, conforme: 0-10% em 3 min; 10-35% de 3 a 10 

min; 35-60% de 10-40 min e 60-100% de 40-43 min (Figura 92). Por esse 

sistema, os padrões isolados de ácido gálico, diidrokaempferol-3-O-β-

glicopiranosídeo e ácido elágico foram identificados nos tempos de retenção de 

10 (266 e 294 nm), 26 (294 nm) e 35 min (266, 294 e 360 nm) (Figura 93). 

A análise dos espectros de absorção na região do UV/Vis fornecidos pelo 

detector DAD permitiu constatar a natureza química de todos os sinais, conforme 

ilustrado na Figura 94, mostrando que a natureza fenólica da maioria dos picos 

com tempo de retenção abaixo de 25 min possuem grupo galoila enquanto que, 

os sinais entre 26-30 min e 32-39 min corresponderam à flavanonas e derivados 

do ácido elágico, respectivamente.  

Dentre as substâncias com tempo de retenção menor do que 25 min houve 

diferenciação do espectro de absorção apenas dos picos em 15,55 min, 22,15 e 

22,72, ou seja, todos os outros espectros assemelharam-se ao ácido gálico. O 

perfil espectral da substância com tempo de retenção de 15,55 min sugeriu sua 
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identidade como sendo o ácido protocatecóico e as duas outras substâncias 

apresentaram perfil espectral de flavanonas (161, 162). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 92 – Perfil cromatográfico por CLAE-DAD do infuso aquoso da raiz de C. 
regium empregando coluna C-18; eluição em gradiente com água e metanol, 
ambos com 1% de ácido acético (gradiente de B: 0-10% em 3 min; 10-35% de 3 a 
10 min; 35-60% de 10-40 min e 60-100% de 40-43 min), fluxo 0,8 mL/ min nos 
canais de detecção de 266 nm (A) e 294 nm (B). 
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Figura 93 – Cromatogramas e espectros de aborção na região UV/Vis do 
ácido gálico (A), diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo (B) e ácido elágico 
(C), obtidos por CLAE-DAD empregando coluna C-18; eluição em gradiente 
com água e metanol, ambos com 1% de ácido acético (gradiente de B: 0-
10% em 3 min; 10-35% de 3 a 10 min; 35-60% de 10-40 min e 60-100% de 
40-43 min), fluxo 0,8 mL/ min e detecção em 294 nm. 
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Figura 94 – Perfil cromatográfico e espectros de absorção na região do UV/Vis do 
infuso da raiz de C. regium, obtidos por CLAE-DAD empregando coluna C-18; 
eluição em gradiente com água e metanol, ambos com 1% de ácido acético 
(gradiente de B: 0-10% em 3 min; 10-35% de 3 a 10 min; 35-60% de 10-40 min e 
60-100% de 40-43 min), fluxo 0,8 mL/ min e detecção em 294 nm. 
 

A seletividade da detecção por DAD fornecendo os espectros de absorção 

na região do UV/Vis por toda a extensão de cada pico cromatográfico, sugere 

ausência de co-eluição de outras substâncias com os marcadores analisados em 

294 nm (164, 165) (Figura 84).  

 

 

5.3.2.4 Teor de ácido gálico e diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo 

 

 

Após estabelecer um perfil cromatográfico qualitativo para raiz de C. 

regium, com garantia sobre a seletividade do método para análise de ácido gálico 

e do diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo, foi realizado o estudo quantitativo 

destes marcadores. Ambos foram quantificados com uso de padrão externo 

correlacionando a área do sinal da amostra com a equação de reta das curvas de 

calibração previamente obtidas. Este estudo foi realizado com seis diferentes 



 146 

amostras coletadas bimestralmente, durante o ano de 2008, procurando verificar 

a sazonalidade na produção desses metabólitos.  

 As amostras foram extraídas de forma padronizada utilizando metanol:água 

(6:4) como solvente extrator, banho de ultra-som e centrifugação. A preparação 

seletiva (clean up) da solução a ser injetada no sistema por CLAE é comum para 

análise de amostras biológicas e produtos naturais. São recomendadas técnicas 

de extração em fase sólida utilizando cartuchos com sílica reversa ou partição 

prévia com solventes apolares e imiscíveis (148, 157, 166, 167). Tal proposta 

procura, prioritariamente, diminuir substâncias na matriz que possam interferir nos 

resultados bem como poupar o desgaste para coluna cromatográfica, entretanto, 

Rocha (148) informa que a purificação prévia da matriz pode acarretar a perda de 

analito prejudicando análises quantitativas. 

Tendo em vista a boa resolução do perfil cromatográfico de C. regium e o 

uso de pré-coluna no sistema, a preparação das amostras foi baseada somente 

na seletividade do solvente para extração de compostos polares fenólicos e 

glicosilados. Neste sentido, as raízes secas (50 mg) foram extraídas com 10 mL 

metanol:água (6:4) sendo esta concentração determinada para não haver 

saturação da solução extrativa e para manter os resultados dentro da linearidade 

das curvas de calibração.  

 Considerando que o processo extrativo por maceração é otimizado pela 

agitação, as amostras foram submetidas ao banho de ultra-som, em temperatura 

ambiente e tempo padrão (10 min). Este método provoca movimentação da droga 

no solvente extrator através de cavitação, sendo comumente utilizado em 

métodos analíticos de produtos naturais (168-170). Segundo Proestos e Komaitis 

(169), as ondas de ultra-som intensificam a dissolução do analito por melhorar a 

penetração do solvente na célula vegetal ou mesmo por provocar rompimento 

celular propiciando extração de forma eficiente, rápida e confiável, sem haver 

degradação química de compostos fenólicos e antioxidantes.   

 As soluções foram injetadas logo após seu preparo procurando manter a 

repetibilidade dos experimentos diminuindo variáveis capazes de ocasionar 

degradações químicas do extrato polar. O grau de estabilidade das amostras foi 

monitorado através da comparação dos cromatogramas obtidos antes e após 

repouso do extrato por 72 h, em temperatura e luz ambiente. Os perfis 

cromatográficos mostraram que houve aumento sutil em quantidade e intensidade 
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de sinais nos três diferentes canais e detecção (266, 294 e 360 nm) indicando que 

as substâncias fenólicas presentes no extrato hidrometanólico permanecem 

parcialmente estáveis por 72 h, mesmo quando mantidas em condições propícias 

para reações de degradação (temperatura e luz ambiente) (Figura 95 e Tabela 

15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 95 - Perfil cromatográfico por CLAE-DAD do extrato hidrometanólico da 
raiz de C. regium, antes (A) e após repouso de 72 h (B). Sistema cromatográfico: 
coluna C-18; eluição em gradiente com água e metanol, ambos com 1% de ácido 
acético (gradiente de B: 0-10% em 3 min; 10-35% de 3 a 10 min; 35-60% de 10-
40 min e 60-100% de 40-43 min), fluxo 0,8 mL/ min e detecção em 294 nm. 
 

A 
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Tabela 15 – Padrão de estabilidade do extrato hidrometanólico da raiz de C. regium antes 
e após repouso de 72 h, armazenado em luz e temperatura ambiente, através da análise 
dos picos obtidos por CLAE-DAD 

Dados dos cromatogramas Comprimento 
de onda para 
detecção 

Tempo de 
repouso 
do extrato Quantidade 

de picos 
Área total 
de picos 

Diferença 
de área 

% diferença 
de área  

0 h 59 24689635 266 nm 
72 h 63 25457918 

768283 3,0 

0 h 23 12284379 294 nm 
72 h 24 12820994 

536615 4,2 

0 h 27 2749804 360 nm 
72 h 28 2902176 

152372 5,5 

 

 

A curva de calibração do diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo foi 

construída com a amostra obtida no isolamento químico (teor de pureza de 

79,23% ± 0,096) utilizando seis diferentes concentrações preparadas 

sequencialmente (62,5 a 500 µg/ mL). Para aumentar a sensibilidade do método 

foi realizada quantificação no canal de detecção de 294 nm. A equação de 

regressão (y= 39423x – 4851,4) apresentou coeficiente de correlação linear (R) 

de 0,99979 e faixa de linearidade com desvio padrão relativo (DPR) de 2,56% 

(Figura 96). Estes parâmetros indicaram que, dentro do intervalo analisado, o 

método proposto forneceu resultados de área do pico cromatográfico proporcional 

à concentração do analito em valores aceitáveis (DPR menor do que 5%) (117). 
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Figura 96 – Curva de calibração e faixa de linearidade do diidrokaempferol-3-O-β-
glicopiranosídeo, obtida pela análise por CLAE-DAD com soluções padrão nas 
concentrações de 62,5, 100, 180, 200, 250 e 500 µg/ mL. Sistema cromatográfico: 
coluna C-18; eluição em gradiente com água e metanol, ambos com 1% de ácido 
acético (gradiente de B: 0-10% em 3 min; 10-35% de 3 a 10 min; 35-60% de 10-
40 min e 60-100% de 40-43 min), fluxo 0,8 mL/ min e detecção em 294 nm. 
 
 

A curva de calibração do ácido gálico foi construída em 266 nm com 

amostra padrão Sigma, nas concentrações de 1,95; 3,96; 7,81; 15,62; 31,25 e 

62,50 µg/ mL. Porém, a faixa de linearidade com DPR menor do que 5% somente 

foi obtida nas concentrações entre 1,95 a 31,25 µg/ mL (DPR= 3,62%), 

fornecendo a equação de regressão Y= 60051x – 19570, com linearidade (R) de 

0,99979 (Figuras 97 e 98) (117). 

Y= 39423x-4851,4 
(R= 0,99979) 

Amostras 
Mediana 
Faixa de variação de 5% 
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Figura 97 – Faixa de linearidade do ácido gálico obtida pela análise por CLAE-DAD 
com soluções padrão nas concentrações de 1,95; 3,96; 7,81; 15,62, 31,25 e 62,5 
µg/ mL. Sistema cromatográfico: coluna C-18; eluição em gradiente com água e 
metanol, ambos com 1% de ácido acético (gradiente de B: 0-10% em 3 min; 10-
35% de 3 a 10 min; 35-60% de 10-40 min e 60-100% de 40-43 min), fluxo 0,8 mL/ 
min e detecção em 266 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 98 – Curva de calibração do ácido gálico obtida pela análise por CLAE-
DAD com soluções padrão nas concentrações de 1,95; 3,96; 7,81; 15,62 e 31,25 
µg/ mL. Sistema cromatográfico: coluna C-18; eluição em gradiente com água e 
metanol, ambos com 1% de ácido acético (gradiente de B: 0-10% em 3 min; 10-
35% de 3 a 10 min; 35-60% de 10-40 min e 60-100% de 40-43 min), fluxo 0,8 mL/ 
min e detecção em 266 nm. 
 

Y= 60051x - 19570 
(R= 0,99979) 

Amostras 
Mediana 
Faixa de variação de 5% 
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As seis amostras coletadas bimestralmente forneceram perfil 

cromatográfico semelhante mostrando derivados do grupo galoila, flavanonas e 

derivados do ácido elágico, conforme informado no item 5.3.2.3 (Figuras 94 e 99). 

A semelhança também foi observada pelo número e área total de picos (Tabela 

16). 
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Figura 99 – Perfil cromatográfico, por CLAE-DAD, da raiz de C. regium coletada 
bimestralmente durante o ano de 2008 (fev: A; abr: B, jun: C; ago: D; out: E; dez: 
F), empregando coluna C-18; eluição em gradiente com água e metanol, ambos 
com 1% de ácido acético (gradiente de B: 0-10% em 3 min; 10-35% de 3 a 10 
min; 35-60% de 10-40 min e 60-100% de 40-43 min), fluxo 0,8 mL/ min e 
detecção em 294 nm.  
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Tabela 16 – Comparação do número e área total de picos detectados por CLAE-DAD 
(266, 294 e 360 nm), em raízes seca de C. regium coletadas em fevereiro, abril, junho, 
agosto, outubro e dezembro/ 2008 

Amostra Detecção 
(nm) 

nº de 
picos 

Área total 
de picos 

Desvio 
Padrão 

Coef. de 
variação (CV%) 

fev 266 
294 
360 

59 
23 
23 

20882852 
14481426 
2205638 

820013 
90812 
284437 

3,9 
0,6 
12,9 

abr 266 
294 
360 

62 
28 
29 

24285334 
15047982 
3653013 

253152 
569336 
138366 

1,0 
3,8 
3,8 

jun 266 
294 
360 

59 
23 
22 

19006212 
15595119 
2897818 

904651 
1298700 
40698 

4,7 
8,3 
1,4 

ago 266 
294 
360 

62 
24 
27 

18762959 
15231676 
2641983 

614540 
744460 
55365 

3,3 
4,9 
2,1 

out 266 
294 
360 

59 
23 
27 

22279771 
12260316 
2779818 

3408062 
34030 
42445 

15,3 
0,3 
1,5 

dez 266 
294 
360 

64 
27 
26 

20612597 
15565923 
2928443 

605147 
573010 
53554 

2,9 
3,7 
1,8 

 

 

Correlacionando a área do pico referente ao diidrokaempferol-3-O-β-

glicopiranosídeo (Tr= 26 min) com a curva de calibração (y= 39423x – 4851,4), foi 

verificado o valor médio das amostras de 27,87 (± 4,08) mg/ g na raiz seca, 

variando entre 20,96 a 32,05 mg/ g (Figuras 94 e 100, Tabelas 17 e 18). A menor 

concentração (20,96 mg/ g raiz seca) foi encontrada na amostra coletada em abril 

seguindo-se diretamente da amostra com maior concentração (32,05 mg/ g raiz 

seca; coleta em junho).  

 
 
Tabela 17 - Área do pico do diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo, obtido por CLAE-
DAD (294 nm), em raiz seca de C. regium coletadas em fevereiro, abril, junho, agosto, 
outubro e dezembro/ 2008 

Amostra Área média Desvio Padrão Coef. de variação (CV%) 

fev 7288378 28947 0,40 
abr 5210456 299056 5,56 
jun 7969344 128354 1,61 
ago 7591008 342550 4,51 
out 6263507 32700 0,52 
dez 7247232 95646 1,32 
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Tabela 18 – Concentração do diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo (mg/ g) em raiz 
seca de C. regium coletadas em fevereiro, abril, junho, agosto, outubro e dezembro/ 2008 

Amostra Teor médio 
(µg/mL) 

Teor médio 
(mg/g)* 

Desvio padrão 
(DP)** 

Coef. de 
variação (CV%)** 

fev 185,00 29,31 0,116 0,396 
abr 132,29 20,96 0,422 2,013 
jun 202,27 32,05 0,516 1,610 
ago 192,67 30,53 1,377 4,510 
out 159,00 25,19 0,131 0,520 
dez 183,95 29,15 0,384 1,317 
Média -- 27,87 4,078 14,63 

*valor obtido considerando a pureza do padrão (79,23%). 
**valores obtidos a partir das repetições em mg/g. 
 
 

A determinação quantitativa do ácido gálico nas amostras bimestrais foi 

realizada a partir da correlação entre a área do pico (Tr= 10 min) com a equação 

de regressão y= 60051x – 19570 (Figura 98). Desta forma, o teor de ácido gálico 

foi determinado pelo valor médio de 1,82 (± 0,475) mg/ g na raiz seca, variando 

entre 1,13 a 2,40 mg/ g, com menor concentração em junho (1,13 mg/ g raiz seca) 

e maior em abril (2,40 mg/ g raiz seca) (Tabelas 19 e 20, Figura 100).  

 
 
Tabela 19– Área do pico do ácido gálico, obtido por CLAE-DAD (266 nm), em raiz seca 
de C. regium coletadas em fevereiro, abril, junho, agosto, outubro e dezembro/ 2008 

Amostra Área média Desvio Padrão Coef. de variação (CV%) 

fev 659358 3353 0,51 
abr 701144 8112 1,16 
jun 320986 8747 2,72 
ago 425549 6863 1,61 
out 553873 2591 0,47 
dez 514085 1769 0,34 
 

 

Tabela 20- Concentração de ácido gálico (mg/ g) em raiz seca de C. regium coletadas em 
fevereiro, abril, junho, agosto, outubro e dezembro/ 2008 

Amostra Teor médio 
(µg/mL) 

Teor médio 
(mg/g) 

Desvio padrão 
(DP)* 

Coef. de 
variação (CV%)* 

fev 11,28 2,26 0,011 0,5 
abr 12,00 2,40 0,028 1,17 
jun 5,67 1,13 0,028 2,50 
ago 7,41 1,48 0,028 1,91 
out 9,54 1,90 0,007 0,37 
dez 8,88 1,77 0,007 0,40 
Média -- 1,82 0,475 26,09 

**valores obtidos a partir das repetições em mg/g. 
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Figura 100 – Concentração (mg/ g) do diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo e 
do ácido gálico nas raízes secas de C. regium coletadas em fevereiro, abril, junho, 
agosto, outubro e dezembro/ 2008. 
 

O teor da flavanona (2,79 %, 27,9 mg/ g raiz seca) mostra-se alto quando 

em comparação com os marcadores químicos usuais de outras espécies 

vegetais. Por ser uma substância com distribuição restrita e baixo rendimento no 

reino vegetal, sua quantificação não é reportada na literatura. Trabalhos como os 

de Baderschneider e Winterhalter (139) e de Iwashina et al. (144) abordam 

somente o experimento analítico não fazendo referência a quantificação.  

Já o teor médio de ácido gálico em C. regium (0,18%, 1,82 mg/ g raiz seca) 

assemelha-se com o valor farmacopêico para Phyllantus niruri (quebra-pedra) que 

deve possuir, no mínimo, 0,15 % nas folhas e ramos secos. A concentração 

desse metabólito também é usualmente caracterizada em frutas in natura ou em 

bebidas (137, 168, 171).  

A distribuição destes marcadores entre as amostras analisadas não 

apresentou grande variação, havendo desvio padrão relativo de 14,6% para a 

flavanona e 26,1 % para o ácido gálico. Este fato, somado com a semelhança dos 

perfis cromatográficos entre das amostras, sugere que a sazonalidade e a 

ontogenicidade não influenciam demasiadamente a produção dos metabólitos 

analisados bem como dos outros compostos fenólicos polares detectados no 

cromatograma. 

diidrokaempferol-3-O-
β-glicopiranosídeo 
 
ácido gálico 

Amostras 
1= fev 
2= abr 
3= jun 
4= ago 
5= out 
6= dez 
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Mesmo havendo diferenças significativas entre o teor médio da flavanona 

(27,87 %) e o teor de ácido gálico (1,83 %), nota-se que a distribuição destes 

marcadores em C. regium são antagônicas, ou seja, a concentração de flavanona 

é inversamente proporcional à concentração de ácido gálico. Fato semelhante foi 

discutido por Vieira (172) e Coutinho (165) ao compararem, respectivamente, os 

teores de flavonóides e fenilpropanos em Ocimum gratissimum e Campomanesia 

adamantium. Estes autores reportam que este fato pode ser ocasionado pela 

competição desses metabólitos pelo precursor químico fenilalanina. 

Apesar da biossíntese do ácido gálico não envolver o aminoácido 

fenilalanina, este é produzido diretamente do ácido chiquímico, precursor básico 

dos compostos fenólicos. Já a rota biossintética dos flavonóides ocorre pelo 

cruzamento das vias de formação dos policetídeos com o ácido chiquímico 

através da reação de Claisen que possibilita a união de uma unidade de ácido 

cumárico com três unidades de acetil-CoA (Figura 101) (119, 173). Sendo assim, 

é provável que possa estar ocorrendo competição biossintética para formação de 

ácido gálico e diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo em C. regium, conforme 

informam Vieira (172) e Coutinho (165) para as outras duas espécies. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 101 – Biossíntese de metabólitos secundários a partir da 
glicose enfatizando a formação de ácido gálico e flavonóides. 
Fonte: Santos (173). 
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5.3.2.5 Considerações sobre a análise de autenticidade e integridade química da 

raiz de C. regium 

 

No que se refere aos métodos analíticos úteis para verificar a autenticidade 

e integridade química da raiz de C. regium, a utilização dos ácidos elágico (1) e 

gálico (3) e o diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo (5) mostrou ser vantajosa 

pelos experimentos por CCD e CLAE-DAD descritos neste trabalho. 

Os ácidos gálico e elágico são substâncias ativas reportadas como 

marcadores em diferentes espécies vegetais havendo, inclusive, especificação 

farmacopêica para análises quali e quantitativas do ácido gálico em Phyllantus 

niruri e a padronização da sua concentração em diferentes frutas e vinhos (136, 

174-176). Porém, são substâncias de distribuição ampla não possuindo o 

requisito de especificidade útil para um marcador, além de serem produtos de 

degradação dos taninos hidrolisáveis cujas quantificações estariam mais 

relacionadas com ensaios de integridade química (146-149).  

Neste sentido, entre as substâncias fenólicas aqui analisadas, o 

diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo mostra-se mais adequado como 

substância marcadora do extrato polar da raiz de C. regium. A especificidade e a 

facilidade analítica do método proposto pelo ensaio por CLAE-DAD, somado com 

o alto teor (27,9 mg/ g), importância biológica (127) e ocorrência restrita (134), são 

fatores que validam a utilização do diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo como 

marcador químico viável para determinação da autenticidade e integridade da 

droga vegetal comercializada da raiz de C. regium (146-149). 

A metodologia analítica proposta por este trabalho também pode direcionar 

o monitoramento de outros órgãos de C. regium visando verificar o padrão 

químico de partes renováveis desta espécie.  Este conhecimento pode auxiliar na 

preservação desta espécie visto haver coleta extrativista e não controlada da sua 

raiz para uso medicinal o que, provavelmente, é o motivo maior de inclusão de C. 

regium na lista de espécies brasileiras ameaçadas de extinção (33). 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

A investigação fitoquímica do extrato hidroalcoólico forneceu cinco derivados 

fenólicos [ácido elágico, ácido gálico, diidrokaempferol, diidrokaempferol-3-O-β-

glicopiranosídeo e diidrokaempferol-3-O-β-(6´´-galoil)-glicopiranosídeo] e dois 

triacilbenzenos conhecidos como cochlosperminas A e B. Com exceção do 

diidrokaempferol e seu glicosídeo, é a primeira vez que estas substâncias são 

reportadas nesta espécie e o registro do diidrokaempferol-3-O-β-(6´´-galoil)-

glicopiranosídeo é inédito na literatura. Tal resultado fornece informações sobre o 

padrão quimiotaxonômico do gênero que pode ser caracterizado pela presença de 

flavonóides, triacilbenzenos e derivados do ácido gálico. 

O extrato hidroalcoólico e suas frações, particularmente a fração acetato de 

etila, apresentaram capacidade antimicrobiana frente à Staphylococcus aureus e 

Pseudomonas aeruginosa e ausência de atividade sobre Escherichia coli, 

Enterococcus faecalis e Klebsiella pneumoniae. A presença dos ácidos fenólicos 

pode ratificar a ação antimicrobiana observada no extrato hidroalcoólico e frações 

mais polares da raiz de C. regium, além de fornecer informações química que estão 

de acordo com o uso tradicional da raiz para o tratamento de infecções. 

Com relação aos ensaios farmacognósticos, a análise botânica descreve a 

presença de raiz em crescimento secundário com região cortical menos abundante 

possuindo bolsa com conteúdo oleoso, drusas, grãos de amido e idioblastos com 

mucilagens. O floema possui formato ogival com fibras alternadas e o xilema possui 

prevalência de vasos isolados. O raio do xilema secundário é caracterizado por 

conteúdo fenólico. Presença abundante de grãos de amido com formato 

arredondado e hilo central existe por toda a extensão da raiz. 

O pó da droga forneceu média granulométrica de 0,285 mm, densidade 

aparente de 0,40 g/mL, densidade por compactação de 0,62 g/mL, teores de 

umidade, cinzas totais e cinzas insolúveis em ácido de 8,2, 3,1 e 0,08%, 

respectivamente. O fingerprint foi determinado por CCD e CLAE-DAD empregando o 

ácido elágico, ácido gálico e o diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosídeo como 

marcadores. A quantificação destas duas últimas substâncias indicou teor médio de 

1,8 e 27,9 mg/g, respectivamente, sem haver variação sazonal entre as amostras 

coletadas bimestralmente durante o ano de 2008. 
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