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RESUMO 

 

Estudos com extratos de espécies vegetais refletem em pontos básicos, como: 
desenvolvimento de medicamentos, informações sobre eficácia e segurança 
daquelas espécies com uso etnomedicinais, descoberta de novos usos terapêuticos 
e contribuição ao conhecimento da memória químico-biológica de espécies vegetais. 
A espécie Zornia brasiliensis Vogel pertence à família Leguminosae, o gênero Zornia 
possui cerca de 80 espécies no mundo, com representantes na América, África, 
Oceania e a Ásia. Z. brasiliensis é conhecida popularmente como “urinária”, 
“urinana” e “carrapicho” e seu uso popular é relatado como diurética e para 
tratamento de doenças venéreas, encontra-se distribuída em vários estados do 
Brasil, sendo abundante no Nordeste. Este trabalho tem como objetivo contribuir 
com a ampliação do conhecimento químico do gênero Zornia através do isolamento, 
identificação e/ou caracterização de metabólitos secundários da espécie Z. 
brasiliensis. Partes aéreas de Z. brasiliensis foram coletadas no município de Serra 
Branca, estado da Paraíba. Uma exsicata foi depositada no Herbário Arruda Câmara 
(HACAM) do Campus I da Universidade Estadual da Paraíba. O material vegetal, 
após seco e moído, foi submetido a uma maceração com etanol a 95% por 72 horas, 
sendo esse processo repetido por quatro vezes, obtendo-se o extrato etanólico bruto 
(EEB). Uma alíquota do EEB (100,0g) foi submetida a separação por cromatografia 
líquida à vácuo (CLV) com sílica utilizando como fase móvel os solventes hexano, 
diclorometano, acetato de etila e metanol. Uma alíquota da fração acetato de etila-
metanol 50% foi submetido ao processo de separação por cromatografia em coluna 
para realizar um novo fracionamento. Em seguida foi desenvolvido um método 
analítico por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a um detector de 
arranjo de diodos (CLAE-DAD), posteriormente, transposto para uma escala 
preparativa, resultando no isolamento de nove compostos, o roseosídeo, 7-
metoxiflavanona, 7,4’-dimetoxisoflavona, isoorientina-3’-O-metil éter, isovitexina, 
ácido (Z)-O-cumárico glicosilado, ácido (E)-O-cumárico glicosilado, 
diidromelilotosídeo e o zorniosídeo, uma diidrochalcona C-glicosilada relatada pela 
primeira vez na literatura. O zorniosídeo apresentou potencial citotóxico frente a 
linhagem celular HL-60. Outra alíquota da fração acetato de etila-metanol 50% foi 
submetido a uma metodologia específica de extração de saponinas, esta foi então 
submetida a CLAE-DAD preparativa, que resultou no isolamento da Soyasaponina II. 
Além disso, foi desenvolvida uma metodologia por CLAE-IES-DAD-EM/EM que 
possibilitou por desreplicação e/ou análise estrutural a caracterização putativa de 35 
saponinas triterpênicas oleânanicas. Sendo assim, esse trabalho contribui com o 
conhecimento químico e farmacológico desta espécie, pois corroborou com 
bioprodução de compostos fenólicos por Zornia através do estudo fitoquímico de 
Zornia brasiliensis, mostrou o potencial citotóxico do zorniosídeo e é o primeiro 
relato da presença de saponinas em Zornia, que é uma classe de metabólitos 
secundários com relevante importância biológica, farmacêutica, na indústria 
cosmética e agricultura. 
 
Palavras chaves: Compostos fenólicos. Diidrochalcona. Zorniosídeo. Isoflavonoide. 
Megastigmano glicosilado. Atividade citotóxica. Saponinas triterpênicas. 
Soyasaponinas. CLAE-IES-EM/EM. 
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ABSTRACT 

 

Studies with extracts of plant species reflect on basic points, such as: drug 
development, information on efficacy and safety of those species with ethnomedicinal 
use, discovery of new therapeutic uses and contribution to the knowledge of the 
chemical-biological memory of plant species. The Zornia brasiliensis Vogel species 
belongs to the Leguminosae family, the Zornia genus has about 80 species 
throughout the world, distributed in several continents, such as: America, Africa, 
Oceania and Asia. Z. brasiliensis is popularly known as “urinary”, “urinana” and 
“carrapicho” and its popular use is reported as a diuretic and for the treatment of 
venereal diseases. It occurs in several states of Brazil, being abundant in the 
Northeast. This work aims to contribute to the chemical knowledge expansion of the 
genus Zornia through the isolation, identification and/or characterization of secondary 
metabolites from the species Z. brasiliensis. Aerial parts of Z. brasiliensis were 
collected in the municipality of Serra Branca, state of Paraíba. A specimen was 
deposited in the Herbarium Arruda Câmara (HACAM) of Universidade Estadual da 
Paraíba Campus I. After drying and milling, the plant material was macerated with 
95% ethanol for 72 hours; this process was repeated four times, in order to obtain the 
crude ethanol extract (CEE). An aliquot of CEE (100.0g) was subjected to vacuum 
liquid chromatography (VLC) with silica as stationary phase and hexane, 
dichloromethane, ethyl acetate and methanol as mobile phase. An aliquot of the 
fraction of ethyl acetate-methanol 50% was subjected to column chromatography to 
carry out a prior fractionation of this fraction. An analytical method was then 
developed by HPLC-DAD, then transposed to a preparative scale, resulting in the 
isolation of nine compounds, roseoside, 7-methoxyflavanone, 7,4'-
dimethoxyisoflavone, isoorientin-3'-O-methyl ether, isovitexine, glycosylated (Z)-O-
coumaric acid, glycosylated (E)-O-coumaric acid, dihydroelylotoside and zornioside, 
a C-glycosylated dihydrochalcona first reported in the literature. Another aliquot of 
the fraction ethyl acetate-methanol 50% was submitted to a specific saponin 
extraction methodology, which afterwards was subjected to preparative HPLC-DAD, 
leading to the isolation of Soyasaponin II. In addition, a methodology was developed 
by HPLC-ESI-DAD-MS/MS, enabling the dereplication and/or structural analysis by 
the putative characterization of 35 oleanan-triterpene saponins. Finally, this work 
contributes to the chemical and pharmacological knowledge of this species, once it 
has corroborated with Zornia's bioproduction of phenolic compounds through the 
Zornia brasiliensis phytochemical study, besides, it has demonstrated the cytotoxic 
potential of zornioside and has reported saponins in the Zornia genus for the first 
time, which is a class of secondary metabolites of relevant biological, 
pharmaceutical, cosmetic and agricultural importance. 
 
Keywords: Phenolic compounds. Dihydrochalcone. Zornioside. Isoflavonoid. 
Glycosylated megastigmane. Cytotoxic activity. Triterpene saponins. Soyasaponins. 
HPLC-ESI-MS/MS. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A busca pela cura ou o alívio de doenças pelo homem, desde tempos antigos, 

através do uso de ervas, folhas ou chás revelam o quão importante os produtos 

naturais foram para sociedades humanas, sendo sua utilização incorporada à cultura 

de cada povo. (SILVA; BEZERRA; FERNANDES, 2018; SIMÕES; ALMEIDA, 2015). 

Segundo Duarte et al. (2014), isso se deve a facilidade de acesso e principalmente 

ao conhecimento adquirido pela população sobre a eficácia terapêutica dos vegetais. 

Há relatos sobre o uso de plantas medicinais no Papyrus Ebers, no Egito 

Antigo, em sociedades pré-históricas: europeia e pré-colombiana de 3000 a.C., na 

China, os registros de cultivo de plantas medicinais também datam desse período, o 

que de fato remonta à antiguidade o conhecimento das propriedades terapêuticas e 

a sua utilização. No Brasil, a prática de uso de plantas para tratamento de doenças, 

para ajudar na pesca e no preparo de corantes são anteriores a colonização (SILVA; 

BEZERRA; FERNANDES, 2018; SILVA, 2015). 

Os vegetais produzem uma variedade de compostos químicos denominados 

fitoquímicos os quais são metabólitos. Cada espécie de planta sintetiza tipos e 

concentrações distintas de metabólitos que podem ser divididos em primários e 

secundários. Os compostos fitoquímicos além de manterem as atividades 

fisiológicas dos vegetais, ainda os protegem de agressões externas, a exemplo de 

fungos, insetos, bactérias e animais que se alimentam dessas plantas (DUARTE et 

al., 2014). 

Os primeiros isolamentos desses fitoquímicos ocorreram no Reino Unido, no 

século XIX, com compostos da classe dos ácidos e bases orgânicos, que 

posteriormente foram denominados de alcaloides. Ainda nessa época, foram 

isolados de vegetais a morfina, quinina e estricnina. Esse fato colocou os produtos 

naturais em uma nova era, pois substâncias oriundas de vegetais poderiam ser 

purificadas, estudadas e administradas em doses precisas (MENEZES-FILHO; 

CASTRO, 2019; LI; VEDERAS, 2009). 

Nesse contexto, as plantas medicinais assumem um papel relevante, ser uma 

importante alternativa terapêutica para recuperação e manutenção da saúde. 

Concentrando-se principalmente nas camadas sociais de baixa renda, sendo 

utilizada com a finalidade de auxiliar ou de substituir terapias convencionais no 

tratamento de doenças. Contudo, em países industrializados o uso de produtos da 
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medicina tradicional é igualmente significante, como o Canadá, França, Alemanha e 

Itália, onde 70% a 90% de sua população têm usado esses recursos da medicina 

tradicional. O baixo custo e o grande potencial curativo tem favorecido o aumento do 

uso destas plantas medicinais pelas sociedades industrializadas ao longo dos anos 

(CORDEIRO, 2018; BRASIL, 2012).  

No Brasil, cerca de 90 % da população já fez uso nos últimos anos de alguma 

planta medicinal. Uma explicação para este fato se deve aos hábitos herdados dos 

povos indígenas e da colonização portuguesa, que propiciou a importação de 

especiarias e ervas asiáticas (China e Índia). E o consumo dessas plantas 

medicinais é crescente, uma vez que existe a crença que são medicamentos mais 

“saudáveis”, entretanto, existe sérios riscos de contaminação para os consumidores 

devido a escassez de um adequado controle de qualidade (LACERDA, 2016). 

Firmino e colaboradores (2011) são ainda mais contundentes, ao afirmar que 

a maioria das plantas medicinais possue informações técnicas insuficientes, sem 

garantir qualidade, eficácia e segurança de uso. Nesse sentido, é importante que as 

pesquisas possuam uma rigorosa identificação botânica, tenham parâmetros de 

qualidade bem estabelecidos para o uso, pois assim, podem-se evitar intoxicações, 

efeitos colaterais e uso inadequado (PAULA, et al., 2008). 

Outro ponto relevante nos estudos fitoquímicos foi o aprimoramento das 

técnicas hifenadas de espectrometria e espectroscopia (CLAE-EM, CLAE-RMN, 

CLAE-RMN-EM), métodos de isolamento e identificação de substâncias, síntese 

orgânica, quimioinformática e genômica. O que trouxe solução para algumas 

limitações que existiam até então, a exemplo de manutenção da qualidade do 

extrato, isolamento em pequenas quantidades de substâncias e complexidade 

estrutural das moléculas. Deste modo, a pesquisa de produtos naturais voltou a ser 

uma área de sucesso no desenvolvimento de fármacos (MARTINS, 2017). 

Com a capacidade de sintetizar vários compostos com propriedades 

terapêuticas a partir de seu metabolismo, os vegetais se tornam uma potencial fonte 

de obtenção de novos medicamentos. As pesquisas com vegetais podem contribuir 

para o desenvolvimento de novos fitoterápicos, isolamento e elucidação estrutural de 

novos compostos com potencial terapêutico, com o surgimento de modelos para 

modificações estruturais e organização de propriedades farmacológicas e 

bioquímicas, servindo de inspiração para químicos orgânicos na construção de 
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novos arranjos moleculares naturais. (CORDEIRO, 2018; MINGUZZI; BARATA; 

CORDELL, 2011). 

Nesse cenário, o Brasil ocupa um lugar de destaque, pois é o país com a 

maior diversidade de espécies no mundo, distribuídas em três ecossistemas 

marinhos e seis biomas terrestres. São relatadas mais de 43.020 espécies vegetais. 

As diferentes zonas climáticas beneficiam o surgimento de diferentes zonas 

biogeográficas (biomas) como a floresta amazônica, o pantanal, o cerrado e a 

caatinga (BRASIL, 2019a).  

Exclusivamente brasileiro, o bioma Caatinga ocupa quase 11% do país 

(844.453 km²), entretanto, ainda é o menos conhecido, já que as coletas ainda são 

escassas no mesmo. Foram catalogadas aproximadamente 930 espécies vegetais, 

com muitas ocorrências exclusivas. É o bioma semi-árido mais biodiverso do mundo 

(BRASIL, 2019b). Por se tratar do ecossistema/bioma maior da região Nordeste e a 

adaptação dos vegetais a fatores típicos como alta luminosidade, déficit hídrico e 

altas temperaturas, tornam esses vegetais pertencentes à caatinga extremamente 

atrativos para estudos sobre produção e acumulação de compostos químicos com 

potenciais atividades biológicas.  

Gomes e colaboradores (2016) afirmam que estudos com extratos de 

espécies vegetais refletem em pontos básicos, como: desenvolvimento de 

medicamentos, informações sobre eficácia e segurança daquelas espécies com uso 

etnomedicinais, descoberta de novos usos terapêuticos e contribuição ao 

conhecimento da memória químico-biológica de espécies vegetais. Nesse âmbito, o 

estudo de caracterização fitoquímica tem grande valia, uma vez que a identificação 

de metabólitos secundários no vegetal podem nortear suas possíveis ações como, 

por exemplo, atividade citotóxica, antioxidante, anti-inflamatória, entre outras 

(LACERDA, 2016).  

Diante do exposto, fica evidente a necessidade de aprofundamento científico 

principalmente nas drogas de origem vegetal que possuem uso etnofarmacológico, 

para que se possa atestar segurança, eficácia e qualidade. Nessa perspectiva, esse 

trabalho se concentrou na investigação química, utilizando técnicas analíticas 

modernas, e farmacológica de Zornia brasiliensis Vogel, uma planta que possui uso 

etnomedicinal para o tratamento de doenças venérias e como diurética, por 

conseguinte, contribuindo para a valorização do conhecimento químico e 

farmacológico de espécies da Caatinga.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Contribuir com a ampliação do conhecimento químico do gênero Zornia 

através do isolamento, identificação e/ou caracterização de metabólitos secundários 

e avaliar atividade biológica dos constituintes químicos de Zornia brasiliensis Vogel. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Isolar compostos bioativos presentes no extrato etanólico bruto das 

partes aéreas de Zornia brasiliensis; 

 Desenvolver metodologia analítica por CLAE-DAD para o isolamento de 

constituintes químicos presentes nas frações oriundas do extrato 

etanólico bruto; 

 Identificar metabólitos secundários de Zornia brasiliensis por métodos 

usuais de Ressonância Magnética Nuclear de 1H e 13C e bidimensionais 

(HMBC, HMQC, COSY e NOESY), infravermelho e espectrometria de 

massas de alta resolução; 

 Desenvolver metodologias analíticas por CLAE-EM/EM para uma ampla 

caracterização dos constituintes químicos em menor concentração na 

matriz vegetal;  

 Utilizar os dados do CLAE-EM/EM para desreplicação e análises 

estrutural; 

 Avaliar a citotoxicidade de compostos isolados em células MCF-7 

(adenocarcinoma da mama), HCC1954 (carcinoma de glândula 

mamária), T-47D (carcinoma de glândula mamária), 4T1 (carcinoma de 

glândula mamária), HL60 (leucemia promielocítica), células RAW264.7 

(macrófagos). 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1 Considerações sobre a família Leguminosae 

 

A família Leguminosae é constituída por aproximadamente 770 gêneros e 

19.500 espécies (Figura 1). Até então possuía apenas três subfamílias, mas um 

estudo recente reorganizou a família Leguminosea em seis subfamílias: 

Duparquetioideae (com 1 espécie), Cercidoideae (com 335 espécies), Detarioideae 

(com 760 espécies), Dialioideae (com 85 espécies), Caesalpinioideae (com 4400 

espécies) incluindo o clado mimosoide, que então era classificado como uma 

subfamília, e Papilionoideae (com 14.000 espécies) permanecendo como a maior 

subfamília. Essa nova reorganização foi realizada com base em estudos 

filogenéticos e representa um consenso da comunidade internacional de sistemática 

de Leguminosae (AZANI et al., 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 1 Mapa de calor da distribuição das espécies de Leguminosae no mundo. 
Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. 16 Nov 2019. 

http://www.tropicos.org/Name/42000184. 

 

No Brasil sua ocorrência é muito expressiva, encontra-se presente na maioria 

das vegetações brasileiras (LIMA et al, 2000). Na lista de espécies da flora do Brasil 

a família está representada por 223 gêneros (16 endêmicos) e detém o maior 

número de espécies, 2844, sendo 1956 restritas ao território brasileiro (Flora do 

Brasil 2020 em construção, 2019). Entre as angiospermas, a Leguminosae é família 

com maior número de espécies na flora brasileira (FORZZA et al., 2010).  
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Investigações sobre a composição química de diferentes membros desta 

família, a revelaram como bioprodutora de diversas classes de metabólitos 

secundários, a exemplo dos terpenoides, taninos, alcaloides pirrolizidínicos e 

quinozilidínicos, das antraquinonas, flavonas e flavonóis, chalconas e flavanonas, 

isoflavonoides, rotenoides e saponinas (SILVA, 2013). 

As leguminosas possuem importância econômica, sendo extremamente 

utilizadas na forragem e no adubo verde, tanto em clima temperado quanto regiões 

tropicais e são utilizadas como madeira, são fontes de taninos, óleos e resinas, e na 

fabricação de vernizes, tintas, corantes, como medicamentos, no comércio de 

horticultura e ornamentais (AZANI et al., 2017). 

Espécies dessa família já tiveram seus efeitos antidiabéticos, analgésicos, 

antifúngicos, antimicrobianos e anti-inflamatórios comprovados cientificamente 

(SILVA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009). 

Porém, algumas leguminosas são tóxicas, sendo prejudiciais para o gado e 

para o homem, devido a sua composição química, outras são prejudiciais pela 

presença de acúleos, e algumas prejudicam por seus frutos pegajosos que atingem 

a lã das ovelhas (MIOTTO; LÜDTKE; OLIVEIRA; 2008).  

No entanto, as espécies que compõe esta família se diferenciam entre as 

áreas, não só quanto à ocorrência, mas, sobretudo, quanto à abundância (TUCKER, 

2003). O que fica evidente na microrregião ‘Cariri Paraibano’ que está situada no 

Planalto da Borborema, no estado da Paraíba, inserida na Caatinga, contém um total 

de 396 espécies, distribuídas em 90 famílias botânicas, sendo 85 famílias de 

Angisospermas. Leguminosea é a mais diversificada com 34 gêneros e 71 espécies, 

com destaque para os gêneros: Acacia, Anadenanthera, Mimosa, Prosopis, 

Bauhinia, Caesalpinia, Chamaecrista, Senna, Amburana, Crotalaria, Desmodium, 

Dioclea, Erythrina, Indigofera, Lonchocarpus, Macroptilium, Poecilanthe, 

Rhynchosia, Stylosanthes, Tephrosia, Vigna e Zornia (BARBOSA et al., 2007).  

Diante desse potencial químico, farmacológico, diversidade e abundância na 

região do Nordeste, sobretudo na Caatinga, a família Leguminosae assume uma 

posição de destaque como uma fonte de descoberta de novas moléculas com 

interesse farmacêutico.  
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3.2 Gênero Zornia 

 

É um gênero pertencente à subfamília Papilionoideae, que conta com cerca 

de 80 espécies distribuídas no mundo, sendo a América a maior detentora desses 

representantes, 41 espécies, seguida de 16 espécies no continente Africano, 13 

espécies na Oceania e 7 espécies na Ásia. Está inserido no clado Adesmia como 

sendo o segundo mais numeroso. Em nosso país, Zornia possui distribuição desde o 

Rio Grande do Sul (“pampas”) até a região amazônica (MOHLENBROCK, 1961; 

SCIAMARELLI; TOZZI, 1996; FORTUNA-PEREZ, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 Mapa de calor da distribuição geográfica do gênero Zornia no mundo. 
Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. 17 Nov 2019. 

<http://www.tropicos.org/Name/40028793>. 

 

O gênero possui características botânicas peculiares, como as folhas bi- ou 

tetra-folioladas, com os folíolos opostos e muito próximos entre si, e suas flores são 

agrupadas em inflorescências especiformes (SCIAMARELLI, 1994). Das 36 

espécies pertencentes à Zornia no Brasil, 15 são endêmicas. Desse total, apenas 

duas espécies possuem flores solitárias: Zornia myriadena e Zornia echinocarpa, 

quanto a suas folhas, 12 espécies (das quais 10 são endêmicas) são tetra-folioladas 

e 22 espécies são bi-folioladas (PEREZ, 2009). 

É um gênero que está presente em todas as regiões geográficas do país. Os 

maiores números de espécies se concentram em Minas Gerais e na Bahia (20 

espécies), sendo este último o único que possui toda diversidade do gênero Zornia, 

espécies com flores em inflorescência e solitárias, e folhas bi- e tetra-folioladas. 
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Outros estados representativos na ocorrência de espécies desse genero é o Rio 

Grande do Sul (13 espécies), seguido de São Paulo (10 espécies) e Goiás (10 

espécies) (SILVA, 2013). 

Zornia diphylla possui uso popular para o tratamento de doenças venérias e 

para o tratamento de desinterias na Índia (ARUNKUMAR; RAMESHKUMARL; 

SUBRAMONIAM, 2014). Estudos com espécies pertencentes à Zornia já foram 

desenvolvidos, investigações que se concentraram na avaliação farmacológica 

(descritos na Tabela 1, pág. 31) e fitoquímicas, contudo, os estudos químicos são 

recentes e com um número muito restrito de espécies (Quadro 1, pág. 32).  

 

Tabela 1- Atividades farmacológicas descritas na literatura para espécies de Zornia. 

Espécie Atividade  Referência 

Zornia diphylla (L) Perls. 

Relaxante sobre musculo liso  ROJAS, et al.,1999 

Atividade citotóxica BELCAVELLO, et al., 2012 

Atividade anticonvulsionante 
GREETHA; SHILPA; 

MURUGAN, 2012 

Potencial antioxidante 

 

Anti-inflamatória e 

antibacteriana (Salmonella 

typhi) 

 

 

Antitumoral 

BRAHMACHARI, et al.,2009 

 

ARUNKUMAR; 

RAMESHKUMARL; 

SUBRAMONIAM, 2014 

 

ARUNKUMAR; 

AJIKUMARAN; 

SUBRAMONIAM, 2012 

Zornia elegans (L) Perls. 

Antibacteriana 

(Staphylococcus aureus, 

Bacillus subtilis, Streptococus 

faecium) 

Antimicobacteriana 

CHIAPPETA; DE MELLO, 

1984 

Zornia setosa Baker Moluscicida KLOOS, et al., 1987 

Zornia tenuifolia Moric. 

Antibacteriana (S. aureus e 

Bacillus subtilis) 

Citotóxica 

DO NASCIMENTO; DE 

MELLO; CHIAPPETA, 1985 

Zornia milneana Mohlenbr. 

Antibacteriana (Aeromonas 

hydrophila, A. sobria e A. 

caviae ) 

OBI, et al., 2007 

Zornia gibbosa Span. 
Anti-inflamatória 

 
Atividade antioxidante 

LAXANE, et al, 2011 
 
LAXANE, et al, 2008 

Fonte: NASCIMENTO, 2019.  
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Espécie Substância isolada Referência 

Zornia 
diphylla (L) 

Perls 

 

    

 (7,4’-diidroxiisoflavona)                       (5,7,3’-triidroxiisoflavona) 

 

(7-hidroxi-4’-metoxiisoflavona) 

 

(7-β-D-Glucosyl-5,7-dihydroxy-4'-metoxiisoflavona) 

LEUNER, et al., 
2012 

 

 

(7,4’-dimetoxiisoflavona)        (7-hidroxi-4’metoxiflavona) 

 

(7-3’-diidroxi-4’metoxiisoflavona) (7,8-dihidroxi-4’metoxiisoflavona) 

 

(7,4’diidroxiisoflavona) 

REN, et al., 
2012 

 
Quadro 1 Substâncias isoladas de Zornia diphylla. 

Fonte: NASCIMENTO, 2019. 
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3.3 Zornia brasiliensis Vogel 

 

Ocorre de maneira abundante no Nordeste brasileiro, contudo há relatos da 

sua presença em diversos estados, não se limitando apenas ao Brasil, mas 

extrapolando a fronteira e ocorrendo também na Venezuela (Figura 4) (AYMARD, 

1999; MOHLENBROCK, 1961). Possui uso etnomedicinal para o tratamento de 

doenças venéreas e como diurética. É conhecida popularmente como “carrapicho”, 

“urinária” e “urinana” (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 Zornia brasiliensis Vogel. 
Imagem: Josean F. Tavares, 2009 (Serra Branca-PB, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Distribuição de Zornia brasiliensis no Brasil. Fonte: Zornia in Flora do Brasil 2020 
em construção. Jardim Botânico do Rio de Janeiro. Disponível em: 
<http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB29919>. Acesso em: 17 Nov. 2019.  
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Um destaque nos aspectos botânicos (Figura 6, pág. 37), que torna ainda 

mais complexa a taxonomia do gênero, diz respeito aos artículos do lomento. 

Mohlenbrock (1961) ao revisar o gênero Zornia elencou essa parte do vegetal como 

um ponto característico de diferenciação entre as espécies tetra-folioladas, da qual 

Z. brasiliensis pertence, pois observou que nesta espécies são dorsalmente 

côncavos e não possuem glândulas (Figura 5). Um estudo realizado 54 anos após o 

estabelecimento do artículo do lomento como um diagnóstico de identificação, 

Fortuna-Perez e colaboradores (2015) atribuíram a distribuição limitada ao pequeno 

artículo e a presença de pequenas cerdas no mesmo, o que possivelmente diminui a 

dispersão de longas distâncias, tendo em vista que os artículos não aderem com 

tanto sucesso aos possíveis dispersores, diferentemente daqueles artículos que 

possuem cerdas longas e plumosas.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5 Artículos do lomento do Zornia brasiliensis. 
Imagem: Fortuna-Perez et al, 2015. 

 

A espécie Z. brasiliensis já foi objeto de estudos farmacológicos, toxicológico 

e químico. Os constituintes químicos pertencentes a diferentes classes como 

flavonas, chalconas, pterocarpanos, isoflavonas e ciclitóis já foram identificados e 

estão descritos no Quadro 2 (pág. 36). Estudos de atividade biológica foram 

realizados com compostos isolados ou com extrato etanólico bruto. A 7-

metoxiflavona, isolada de Z. brasiliensis apresentou efeito antinociceptivo e efeito 

tocolítico, já a 5-7-dimetoxiflavona, outro isolado, mostrou efeito vasorrelaxante em 

aorta de rato. O extrato etanólico bruto revelou uma baixa toxicidade aguda e 

subcrônica e baixa genotoxicidade. O óleo essencial das folhas de Z. brasiliensis 
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possui efeito antitumoral (DAVID, et al., 2007; COSTA, et al, 2015; DA SILVA, et al, 

2013; BATISTA, 2013; BRASILEIRO, 2018; FIGUEIREDO et al., 2018; 

NASCIMENTO, 2016) (Ver Tabela 2).  

Diante dessa potencialidade química e farmacológica dos constituintes 

químicos de Z. brasiliensis, fica evidente a necessidade de um maior envolvimento 

científico afim de identificar os compostos presentes nessa espécie e assim 

compreender melhor as respostas biológicas promovidas pelos mesmos. 

 

Tabela 2- Atividades farmacológicas de Zornia brasiliensis. 

Espécie Atividade  Referência 

Zornia brasiliensis Vogel 

Moluscicida 

 
DAVID, et al., 2007 

Antitumoral 

 
COSTA, et al, 2015 

Antinociceptivaa 

 
DA SILVA, et al, 2013 

Toxicológicab 

 
BATISTA, 2013. 

Efeito tocolíticob 

 
BRASILEIRO, 2018 

Efeito vasorrelaxanteb 

 
FIGUEIREDO et al., 

2018 

Antioxidantea 

 
NASCIMENTO, 2016 

Legenda: 
a
 Trabalho desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Josean Fechine Tavares. 

b
 

Trabalho realizado por pesquisadores pertencentes ao Programa de Pós-graduação em Produtos 

Naturais e Sintéticos Bioativos – UFPB. Fonte: NASCIMENTO, 2019. 
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Espécie Substância isolada Referência 

Zornia 
brasiliensis 

Vogel 

     

    (7-metoxiflavona)                      (5,7-dimetoxiflavona) 

        

 (5- hidroxi-7-metoxiflavona)          (2’-4’-dihidroxichalcona) 

 

(3-hidroxi-9- metoxipterocarpano) 

SILVA, 2013 

 

    

 

 

 

                       

                      (Isovitexina)                         

                                                  

 

                                                                              (Isoorientina) 

 

 

 

 

 

 

       

                     (Ononina)                                            (D-pinitol) 

NASCIMENTO, 
2016 

 
Quadro 2 Substâncias isoladas de Zornia brasiliensis. 

Fonte: NASCIMENTO, 2019. 
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.  

Legenda: A. Detalhe do ramo. B. Detalhe da estípula. C. Folha. D. Detalhe da inflorescência 
mostrando as flores nas bractéolas. E. Bractéola. F. Cálice G. Estandarte. H. Alas. I. Pétalas da 
quilha. J. Ovário. K. Lomento. L. Detalhe do artículo do lomento. 

Figura 6 Ilustração dos aspectos anatômicos de Zornia brasiliensis. Fonte: PEREZ, 
2009. 
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3.4 Compostos fenólicos 

 

Por definição, os compostos fenólicos são metabólitos secundários 

constituídos por grupos benzênicos que possuam pelo menos um de seus 

hidrogênios substituído por um grupamento hidroxila. Na natureza são encontrados 

como moléculas simples, mas podendo se apresentar como estruturas complexas 

com alto grau de polimerização, possuem ainda uma grande abrangência e 

abundância nos vegetais (SCHAFRANSKI, 2019).  

Os fenólicos são divididos em dois grandes grupos: os ácidos fenólicos 

(ácidos benzoicos, cinâmico e seus derivados), cumarinas, flavonoides e seus 

derivados. Apresentam-se na natureza de duas formas: livres ou ligados a proteínas 

e açúcares. Fato que tornam solúveis em água, quando estão glicosilados, e 

insolúveis quando livres ou conjugados. Grande parte dos compostos fenólicos 

possuem uma rota biosintética em comum, conhecida também como via mista, que 

possui precursores tanto da via do acetato-malonato quanto da via do ácido 

chiquímico (Esquemas 1 e 2, pág. 39 e 40) (SILVA, 2008; NASCIMENTO, 2016b).  

Na tabela 3 (pág. 38) são expostas as principais classes de compostos 

fenólicos, que são organizadas com base em seus esqueletos principais, que por 

sua vez, variam a partir do anel benzênico (C6) e dos substituintes que podem ter n-

átomos de carbono (Cn). 

 

Tabela 3. Classificação dos compostos fenólicos de acordo com seus esqueletos. 

Esqueleto básico Classe de compostos fenólicos 

C6 fenóis simples, benzoquinonas 
C6-C1 ácidos fenólicos 
C6-C2 acetofenonas e ácidos fenilacéticos 
C6-C3 fenilpropanoides: ácido cinâmico e análogos, fenilpropenos, 

cumarinas, isocumarinas e cromonas 

C6-C4 naftoquinonas 
C6-C1-C6 xantonas 
C6-C2-C6 estilbenos e antraquinonas 
C6-C3-C6 flavonoides e isoflavonoides 
(C6-C3)2 lignanas 
(C6-C3-C6)2 biflavonoides 
(C6)n melaninas vegetais 
(C6-C3)n ligninas 
(C6-C1)n taninos hidrolisáveis 
(C6-C3-C6)n taninos condensados 

Fonte: (SIMÕES et al., 2007)  
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Esquema 1 Via do ácido chiquímico na biossíntese dos compostos fenólicos. (Adaptado: 

DEWIC, 2009) 

 

Os flavonoides possuem um esqueleto do tipo C6-C3-C6, como descrito 

anteriormente na Tabela 3 (pág. 38), desta forma, possuem dois anéis aromáticos 

(anel A e B) ligados entre si por uma cadeia de três carbonos formando um anel 

heterocíclico (anel C), também denominado de pirano. O anel A é derivado da via do 

acetato-malonato e o anel B é da via do ácido chiquímico (fenilalanina). 

Modificações nessa estrutura básica podem originar diversas classes de flavonoides 

(Esquema 2, pág. 40), a exemplo de metilação, glicosilação, acilação, hidroxilação, 

entre outras (MARTENS; MITHÖFER, 2005; MERKEN; BEECHER, 2000; LOPES-

NETO, 2017; LOPES et al, 2000).   
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Esquema 2 Via mista da biossíntese de flavonoides e inter-relação entre as diferentes 
classes de flavonoides. Fonte: (Adaptado: DEWICK, 2009; OLDONI, 2007)   
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Os flavonoides muitas vezes podem estar na forma glicosilada nos vegetais, 

na forma de O-glicosídeos ou de C-glicosídeos. Os flavonoides possuem a unidade 

osídica inserida em um grupo hidroxilo (-OH) da aglicona, o mais comum são as 

inserções nos carbonos 3 ou 7 do esqueleto flavonoídico. Esse processo de 

glicosilação ocorre a partir de um agente conhecido como nucleosídeo difosfato de 

açúcar, como por exemplo, a uridina difosfato de glicose (UDPglicose). Diversos 

açúcares, incluindo ácidos urônicos, estão sujeitos a serem transferidos para 

agliconas por esse mecanismo. Trata-se de uma reação de deslocamento 

nucleofílico do tipo SN2. Se o UDPglicose for o grupo abandonador na configuração 

α, o produto formado é um glicosídeo com configuração β, a mais comumente 

encontrada nos glicosídeos naturais. Para obtenção de produtos com a configuração 

α são necessárias duas reações do tipo SN2 (Esquema 3, pág, 41). Se os 

flavonoides são C-glicosídeos, eles possuem o açúcar ligado a aglicona por uma 

ligação do tipo carbono-carbono (C-C), normalmente nas posições C-6 e C-8 do 

esqueleto flavonoídico, isso porque essas posições são favorecidas pela 

biossíntese, uma vez que ambos são orto a grupos doadores, no caso as hidroxilas 

7 e 9, o que tornam C-6 e C-8 carbonos nucleofílicos (SANDHAR et al., 2011; 

DEWIC, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 3 Mecanismo de ação das reações de O-glicosilação e C-glicosilação dos 
flavonoides. Fonte: (Adaptado: DEWIC, 2009).  
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Os fenólicos exercem papel importante na interação do vegetal com o meio 

ambiente, atuam combatendo o estresse oxidativo intracelular e na defesa contra 

radiação ultravioleta, insetos, fungos, bactérias e herbívoros (LOPES-NETO, 2017). 

Na fisiologia vegetal, os flavonoides regulam o crescimento pela inibição da 

exocitose do ácido indol-ácetico (auxina) e pela capacidade de induzir a expressão 

gênica. Outro papel dos flavonoides é favorecer a atração de agentes polinizadores. 

(HAVSTEEN, 2002; FERREIRA; OLIVEIRA; SANTOS, 2008). 

Os compostos fenólicos também se apresentam bioativos em organismos 

humanos, com propriedades antitrombóticas, anti-inflamatória, antimicrobiana, 

antitumoral, antidiabética, com efeito nas complicações oriundas da diabetes, a 

exemplo de retinopatia, nefropatia e neuropatia (APROTOSOAIE et al., 2013; 

BAHADORAN et al., 2013). 

Uma atividade bastante avaliada nessa classe de compostos químicos é a 

antioxidante, da qual explica muitos mecanismos de ações relacionados a outros 

efeitos benéficos desses compostos, a exemplo reduzir a oxidação do colesterol LDL 

(processo que gera acúmulo de colesterol nos vasos sanguíneos), e assim acabam 

sendo benéficos para o sistema cardiovascular (VEGGI, 2013). 

Os flavonoides possuem atividade antitumoral citotóxica, efeitos nos 

tratamentos de enfermidades neurodegenerativas, anti-inflamatória e vasorrelaxante. 

Atuam inibindo enzimas virais como proteases e a transcriptase reversa (ASIF; 

KHODADADI, 2013, HAVSTEEN, 2002). 
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3.5 Saponinas 

 

O termo ‘saponina’ deriva do latim sapo, que significa sabão, isto devido a 

capacidade destas substâncias gerar espumas em solução aquosa sob agitação. 

São compostos que possuem caracterizados por uma parte não polar, a sapogenina, 

que pode ser um triterpeno ou um esteroide, e outra parte polar, formada por 

açúcares (pentoses, hexoses ou ácidos urônicos). Desta forma apresentam uma 

característica marcante desta classe de metabólitos secundários, que é a de serem 

anfifílicas, e esta característica que as tornam surfactantes em solução aquosa 

(CABRERA-OROZCO;  IMÉNEZ-MART NEZ; D VILA-ORTIZ, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 Exemplos de saponinas: (A) triterpênica e (B) esteroidal. O tracejado divide as 
moléculas em parte apolar (sapogenina) e polar (açúcares). (DEWIC, 2009). 

 

As sapogeninas possuem origem biosintética da via do ácido mevalônico que 

dá origem aos triterpenos e aos esteroides. As saponinas esteriodais estão 

presentes apenas nas angiospermas monocotiledôneas, já as saponinas 

triterpênicas estão presentes nas angiospermas com flores dicotiledôneas. As 

saponinas esteroidais podem ter esqueleto de 27 átomos de carbono na sua 

sapogenina e possui seis anéis, conhecida como esqueleto espirostano, contudo o 

grupo hidroxila da posição C-26 (Figura 7) pode ser usado para sustentar unidades 

osídicas, assim formando um esqueleto com cinco anéis, conhecido como furostano. 

Já as saponinas triterpênicas possuem trinta átomos de carbono em suas 

sapogenina, onde geralmente são pentacíclicas, ocorrendo com maior frequência os 

nucléos lupanos, oleananos, fridelanos e seus derivados (Figura 8) (CABRERA-

OROZCO;  IMÉNEZ-MART NEZ; D VILA-ORTIZ; 2013; DEWIC, 2009). 
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Figura 8 Exemplos de triterpenos (sapogeninas) pentacíclicos (DEWIC, 2009). 

 

Além disso, variações nos níveis e na distribuição são relacionadas à 

proteção contra pragas ou herbívoros específicos (AUGUSTIN et al., 2011). 

As saponinas são conhecidas também por fazerem parte de muitos extratos 

de vegetais utilizados na medicina popular (por exemplo, extratos de alcaçuz - 

Glycyrrhiza sp. ou ginseng - Panax sp.). Muitas saponinas se tornaram alvos de 

possíveis novos fármacos porque se descobriu que estas apresentam diversas 

atividades farmacológicas. Várias sapogeninas e saponinas apresentaram atividade 

anti-inflamatória (SULTANA; ATA, 2008; SUN et al., 2010; TAPONDJOU et al., 

2008), anticancerígena (MUSENDE et al., 2009), antibacteriana (DE LEO et al., 

2006), antifúngica (COLEMAN et al., 2010; ZHANG et al., 2005) e antiviral (CINATL 

et al., 2003; RATTANATHONGKOM et al., 2009; ZHAO et al., 2008). A utilização de 
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saponinas como adjuvantes em vacinas tem mostrado resultados promissores (SUN; 

XIE; YE, 2009). 

Uma atividade bastante conhecida das saponinas é a sua capacidade de 

provocar hemólise. Este efeito ocorre em decorrência da interação entre a saponina 

e a bicamada lipídica dos eritrócitos, aumentando a permeabilidade desta camada e 

consequentemente perda da hemoglobina. Estudos realizados com eritrócitos 

humanos demostrou que este aumento de permeabilidade da camada lipídica é 

irreversível (BAUMANN et al., 2000; DE GEYTER et al., 2012).  

Contudo, esta capacidade tóxica é difícil ocorrer in vivo, pois não há 

evidências dessas complicações quando estas saponinas são consumidas por via 

oral. As saponinas têm pouca atividade anti-nutricional, dado que nenhum dano é 

produzido em seres humanos quando são consumidos nas quantidades 

regularmente encontradas após o processamento de alimentos. No entanto, altas 

concentrações de saponinas também são capazes de quebrar a membrana de 

outras células, como as da mucosa intestinal, que modifica a permeabilidade da 

membrana celular e, em seguida, afeta o transporte ativo e a absorção de nutrientes 

(CABRERA-OROZCO;  IMÉNEZ-MART NEZ; D VILA-ORTIZ, 2013).  

Outra atividade biológica relevante desta classe de metabólitos e bastante 

estudada ao longo dos anos pelos pesquisadores de produtos naturais que isolaram 

e identificaram saponinas foi à atividade citotóxica. Centenas de trabalhos já foram 

publicados e mesmo assim, todos os anos aparecem novos dados a respeito desta 

atividade biológica. Fato que coloca as saponinas como promissores agentes 

terapêuticos devido a sua capacidade citotóxica e citostática. Mecanismos de ação 

foram propostos através do processo apoptótico pela via intrínseca e por processos 

não apoptóticos como parada do ciclo celular, estimulação de morte celular por 

autofagia, inibição da metástase e desintegração do citoesqueleto (THANKUR et al., 

2011; PODOLAK, GALANTY; SOBOLEWSKA, 2010).  

A capacidade de afetar membranas por parte das saponinas e as atividade 

citotóxica é dependente de algumas características estruturais desses compostos, 

como estrutura da aglicona, número de açúcares e quantidade de cadeias laterais 

destes açúcares (KENJI et al, 2000; PODOLAK; GALANTY; SOBOLEWSKA, 2010). 

As saponinas das leguminosas têm efeitos de promoção da saúde no trato 

gastrointestinal, uma vez que estão envolvidos na redução da taxa de fissão celular 

da mucosa e, consequentemente, previnem câncer no intestino grosso. A dose 
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diária de saponinas recomendadas por nutrólogos é de 200 mg (SHI et al., 2004). 

Além disso, a presença de saponinas na dieta parece para diminuir o risco de 

doenças cardíacas, conforme demonstrado para expressar propriedades de redução 

do colesterol no sangue (SHI et al., 2004) e efeito protetor sobre o miocárdio (CHU 

et al., 2013). 

 

3.6 Desreplicação: uma eficiente estratégia na identificação de 

saponinas 

 

A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) é uma técnica de 

separação que, em poucos anos, se tornou um dos métodos analíticos mais 

utilizados para fins qualitativos e quantitativos. O grande crescimento de sua 

utilização está relacionado à sua adaptabilidade para determinações quantitativas 

com boa sensibilidade, à possibilidade de separar espécies não voláteis e 

termicamente instáveis, com destaque para a indústria farmacêutica, bem como as 

suas aplicações em determinações ambientais e em muitos outros campos da 

ciência, como o da medicina (TONHI et al., 2002). Apesar do fator limitante de um 

cromóforo para propiciar a detecção em ultravioleta, o desenvolvimento de 

detectores de arranjo de diodo (DAD) ou fotodiodo (PDA) estimulou o 

desenvolvimento de análises de misturas mais complexas por CLAE acoplado a 

estes detectores (GOBBO-NETO, 2007). 

Contudo, a busca por mais informações sobre a estrutura de compostos 

causou o surgimento de novas técnicas acopladas como a cromatografia líquida de 

alta eficiência acoplada à espectrometria de massas (CLAE-EM), técnica que se 

destaca pela facilidade de manuseio e por não estar limitada à volatilidade ou 

estabilidade dos compostos da amostra (GOMES, 2009). 

Nesse contexto, surge a “desreplicação” (do termo inglês, desreplication), que 

é descrito como uma etapa fundamental na triagem de extatos brutos, uma vez que 

é possível estipular o grau de ineditismo dos compostos químicos que compõe esse 

extrato bruto, dessa forma, direcionando as análises de tal forma que não se isole ou 

determine estruturalmente constituintes químicos já conhecidos. Entre as técnicas 

cromatográficas hifenadas utilizadas para desreplicação a CLAE-EM assume 

posição de destaque, sendo a mais empregada, uma vez que possui custos de 
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operação menores quando comparadas a ressonância magnética nuclear, além de 

ter tempo de análises e quantidade de amostras menores (PARRA, 2016).  

Em estudos da composição química de extratos vegetais o isolamento, a 

purificação e a elucidação de saponinas triterpênicas são difíceis e demoradas 

devido à alta polaridade e similaridade estrutural (LING et al., 2016). Uma alternativa 

é a cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao detector de ultravioleta 

(CLAE-UV), contudo requer um maior tempo de análise para uma separação 

adequada e, somado a este fato, as saponinas podem ser difíceis de detectar com 

um detector UV, pois possuem poucos cromóforos (CAO et al., 2017). A hifenização 

que tem se mostrado mais adequada para análises de saponinas é a cromatografia 

líquida com detecção por espectrometria de massas (EM, EM/EM e EM-Alta 

Resolução), pois possibilita razoavelmente uma rápida desreplicação ou 

identificação de novos constituintes, ainda que provisoriamente, pendentes de um 

rigoroso estudo de elucidação estrutural destas saponinas (GEVRENOVA et al., 

2017).  

A partir dessa desreplicação, se evita o isolamento de compostos conhecidos, 

além de possibilitar a adoção de estratégias para o isolamento de derivados e/ou 

metabólitos secundários inéditos. É imprescindível reconhecer compostos 

conhecidos precocemente para que se poupe tempo e recursos financeiros (DIAS et 

al., 2012) 

Um exemplo da aplicação desta ferramenta é observado no trabalho de 

Pollier e colaboradores (2011) que identificaram 79 saponinas por LC-ESI-FT-ICR-

MS em Medigaco truncatula (Leguminosae), após a desreplicação constatou que 61 

destas saponinas já haviam sido relatadas na literatura, toda via, eram descritas pela 

primeira vez na espécie e 15 saponinas, não possuíam relatos estruturais na 

literatura. Tanto CLAE-EM quanto a desreplicação são rotineiramente empregadas 

para análise estrutural e caracterização de saponinas (HUHMAN; SUMNER, 2002; 

LING et al., 2016; POLLIER et al, 2011; NEGRI; TABACH, 2013; PERRET; 

WOLFENDER; HOSTETTMANN, 1999; ZHANG; POPOVICH, 2009; BERHOW et al., 

2006; JIN et al., 2006). 

Uma ferramenta útil para desreplicação e que tem crescido na química de 

produtos naturais nos últimos anos, principalmente pelas diversas aplicações, é a 

molecular network (WANG et al., 2016). Esta abordagem fornece uma nova maneira 

de percorrer o metaboloma da amostra biológica, uma vez que é possível observar 
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analogias entre os metabólitos identificados (ALLARD et al., 2016). Ge e 

colaboradores (2017) aplicou a molecular network no extrato aquoso de 

Eleutherococcus senticosus, com finalidade de agrupar análogos estruturais. A partir 

dessa análise foi gerada uma lista de precursores alvos onde foi possível identificar 

106 saponinas das quais 49 foram tentativamente identificadas como potencialmente 

novas. 

Diante do exposto, o emprego de CLAE-EM/EM e da desreplicação em 

amostras biológicas complexas de origem vegetal se apresenta como ferramentas 

que podem ser aplicadas na identificação de saponinas presentes nesses extratos 

vegetais. Além de representar ganho de tempo nas investigações dos extratos, 

possibilita o não isolamento de compostos conhecidos, otimizando a busca por 

compostos inéditos e como consequência gerando redução de custos. 

 

3.7 Atividade antitumoral e o uso de produtos naturais 

 

O câncer é considerado a segunda causa de mortes no mundo, atingindo 

milhares de pessoas anualmente, fato que torna o câncer um sério problema de 

saúde. No decorrer da doença várias etapas são observadas: ao apresentar 

progressivas mutações genéticas nas células, os processos de proliferação, 

diferenciação e morte celular são alterados. Diante disso, proliferação celular 

sustentada, indução de angiogênese, estímulo para invasão, metástase e resistência 

à morte celular, são características do câncer (ANDRADE, 2018).  

O tratamento utilizado no combate ao câncer, à quimioterapia, se baseia na 

citotoxicidade de compostos químico, porém, essa capacidade tóxica por vezes 

afeta células saudáveis, o que causam graves efeitos colaterais aos pacientes, 

diminuindo ainda mais sua qualidade de vida. Na busca da melhoria desses 

tratamentos, pesquisas científicas são conduzidas para obtenção de novos fármacos 

antineoplásicos que possuam menos efeitos colaterais, que reduzam a resistência 

ao tratamento, a toxicidade e os desconfortos que os pacientes oncológicos 

apresentam no tratamento (BROWN et al., 2015; SOUHO et al., 2018; CALIXTO-

CAMPOS et al., 2013; SAFARZADEH et al., 2014).  

Nesse contexto, os estudos sobre atividade antitumoral utilizando extratos e 

substâncias puras isoladas oriundas de produtos naturais tem relevância na 

literatura. Estima-se que 60% dos fármacos utilizados na prática clínica teve sua 
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origem a partir de produtos naturais, como plantas, organismos marinhos ou 

microrganismos. Atualmente um número expressivo de compostos químicos 

oriundos de produtos naturais está tendo suas atividades antitumorais investigadas 

(MIRANDA, 2015; CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2014; NEWMAN; CRAGG, 

2014).  

O avanço das metodologias de isolamento e identificação dos compostos de 

fontes naturais tem gerado um grande número de estruturas químicas utilizadas para 

as mais diversas indicações terapêuticas, outro ponto de destaque nos avanços 

tecnológicos experimentais é a triagem automatizada (High Throughput Screening – 

HTS) que possibilita uma rápida análise de compostos frente a diversos alvos 

biológicos (BRANDÃO et al., 2010). 

Alguns casos de sucesso terapêutico de fármacos oriundos de produtos 

naturais são descritos na literatura, a exemplo dos alcaloides da Vinca, isolados da 

espécie Catharanthus roseus (L.), que atuam se ligando as β-tubulinas e assim 

inibindo a polimerização dos microtúbulos. Possuem uso no tratamento de leucemia 

linfoblástica aguda infantil, sarcoma de Kaposi, câncer de testículo e ovário e linfoma 

de Hodking (BRANDÃO et al., 2010; MARQUES; LOPES, 2015).  

Outro exemplo é o diterpeno isolado da espécie Taxus brevifolia, uma árvore 

do Pacífico, conhecido como paclitaxel, considerado um dos agentes 

antineoplásicos mais eficientes, mais ativo e com menor toxicidade usada na 

terapêutica (SOUZA, 2004; VIANA et al., 2017; ZHOU et al., 2010). 

A podofilotoxina, uma lignana ariltetralínica presente no gênero Podophyllum, 

gerou dois compostos conhecidos como etoposídeo e teniposídeo que foram 

introduzidos na terapia do câncer a partir de experimentos realizados, sendo 

estabelecido seu mecanismo de ação sobre a Topoisomerase II, uma enzima que 

atua no DNA. Já a camptotecina, um alcaloide indólico extraído da espécie 

Camptotheca acuminata, atua na Topoisomerase I promovendo alterações no 

mecanismo de replicação do DNA causando a morte da célula. Análogos foram 

sintetizados a partir da camptotecina com finalidade de melhorar toxicidade e a 

solubilização em meio aquoso. Os análogos obtidos foram o topotecano, utilizado 

contra câncer de ovário e de pulmão de células pequenas, e o irinotecano, contra 

cânceres colo-retais (ANDRADE, 2018).  

Com base nos resultados alcançados até hoje, com o sucesso na terapêutica 

clínica, com a possibilidade de servirem como modelos estruturais para novos 
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fármacos, os produtos naturais são definitivamente uma fonte inesgotável para 

obtenção de compostos/análogos bioativos com propriedades antitumorais e com 

potenciais de uso clínico, devendo esse potencial ser explorado, e assim, 

promovendo melhorias na qualidade de vida do pacientes em tratamento contra o 

câncer. 
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4 PARTE EXPERIMENTAL 

 

4.1 Estudo Fitoquímico 

 

4.1.1 Coleta do material botânico 

 

Foram selecionadas as partes aéreas de Zornia brasiliensis Vogel 

(Leguminosae) para realização do estudo devido a sua condição botânica, uma vez 

que suas falhas são escassas e o vegetal é arbustivo. A coleta foi realizada no 

município de Serra Branca (07° 29' 46 "S e 36° 44' 36" W, altitude 712 m), estado da 

Paraíba (PB), Brasil, em março de 2016. Autorização de coleta: N. 53894-1, 

concedida pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio) 

através do Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade (SISBIO). Com 

cadastro de acesso no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do 

Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob número: ADD107E. A espécie 

foi devidamente identificada pelo botânico Dr. José Iranildo Miranda de Melo, da 

Universidade Estadual da Paraíba (UEPB). Uma exsicata foi depositada no Herbário 

Arruda Câmara (HACAM), Campus I da Universidade Estadual da Paraíba, sob o 

código 1862. 

 

4.1.2 Obtenção e fracionamento do extrato etanólico bruto (EEB) 

 

O material botânico (5 Kg) foi desidratado utilizando uma estufa com ar 

circulante à temperatura de 45°C durante 72 horas. Após isto, o material (3 Kg) foi 

rasurado em moinho mecânico obtendo-se o pó. Em seguida, o pó foi submetido a 

uma maceração exaustiva com etanol (EtOH) 95% por 72 horas, em macerador de 

aço inoxidável, sendo esse processo repetido por quatro vezes, obtendo-se a 

solução extrativa. A solução extrativa foi concentrada sob pressão reduzida, em 

evaporador rotativo a uma temperatura de 40 °C para eliminação do solvente 

obtendo-se o extrato etanólico bruto (EEB) (283 g) (Esquema 4) (SILVA, 2013). 

Uma alíquota do EEB (100 g) foi submetido a uma cromatografia líquida à 

vácuo (CLV) com 300 g de sílica e como eleuentes: hexano, diclorometano, acetato 

de etila e metanol (Esquema 4) (SILVA, 2013). 
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 Partes aéreas de Z. brasiliensis 

(5 Kg) 

Estufa com ar circulante 
Temperatura 45°c 

72 horas 

Pó da planta  

(3 Kg) 

Maceração com etanol a 95%  
Coletado a cada 72 horas (4x) 

Evaporador rotativo 

Extrato Etanólico Bruto 

(EEB) (283 g) 
Alíquota de 100g 

Cromatografia líquida à vácuo 
(CLV) com sílica 

Hexano Diclorometano 
Acetato de 

etila 
Acetato-Metanol 

(9:1) 

Acetato-Metanol 
(1:1) 

Fração 
Hexânica (0,7 

g) 

Fração 
Diclorometano 

(20,0 g) 

Fração 
Acetato de 

etila 

(15,9 g) 

Fração 
Acetato-

metanol 10% 

(5,9 g) 

Esquema 4 Obtenção e fracionamento do EEB de Z. brasiliensis. 

Fração 
Acetato-

metanol 50% 

(57,5 g) 
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4.1.2.1 Materiais e métodos empregados no isolamento e purificação dos 

constituintes químicos de Zornia brasiliensis 

  

O isolamento e a purificação dos constituintes químicos de Z. brasiliensis 

foram realizados através de técnicas cromatográficas clássicas, como a 

cromatografia em coluna (CC) de adsorção. Como fase estacionária foi utilizada 

sílica gel (ART 7734 da MERCK, de partículas com dimensões entre 0,060 – 0,200 

mm e 70 - 230 mesh). Foram usadas colunas cilíndricas de vidro com comprimentos 

e diâmetros variáveis de acordo com a quantidade de amostra submetida à 

cromatografia. 

O monitoramento do processo de isolamento e purificação das frações 

obtidas foi realizada em cromatografia de camada delgada analítica (CCDA), 

utilizando cromatofolha de alumínio – sílica gel 60 F254 da MERCK.  

As substâncias em análise foram reveladas através da exposição das 

cromatoplacas à radiação ultravioleta (UV) sob os comprimentos de onda de 254 e 

366 nm, em aparelho BOITTON (modelo BOIT-LUB01). Após análise da CCDA, as 

frações foram reunidas de acordo com os semelhantes fatores de retenção (Rfs). 

Como fases móveis, foram utilizados solventes orgânicos comerciais (n-

Hexano, Acetato de etila e Metanol) para eluição de placas e colunas, puros ou em 

misturas binárias obedecendo a uma ordem crescente de polaridade. 

As análises cromatográficas analíticas foram realizadas utilizando um sistema 

de CLAE da Shimadzu (Prominence) equipado com módulo de bombeamento de 

solvente binário LC-20AT, autoinjetor SIL-20A, um sistema de degaseificação DGU-

20A, detector SPD-M20A diode array e CBM-20A. A coluna utilizada foi 

Phenomenex Gemini® C18 (250 mm x 4,6 mm d.i. preenchido com partículas 5 µm), 

com pré-coluna SecurityGuard Gemini® C18 (4 mm x 3 mm d.i. preenchido com 

partículas 5 µm). As análises cromatográficas preparativas foram realizadas 

utilizando um sistema de CLAE da Shimadzu equipado com módulo de 

bombeamento de solvente binário LC-6AD, injetor Rheodyne, detector SPD-M10A 

diode array e SCL-10A. A coluna utilizada foi ACE C18 (250 mm X 21,2 mm e 5 μm 

de tamanho de partícula). Em ambas as análises, os solventes orgânicos utilizados 

foram acetonitrila e metanol com grau CLAE (TEDIA®, Brasil), água ultrapura obtida 

por sistema de purificação Milli-Q (Millipore®) e ácido fórmico grau CLAE (J.T. 

Barker).  
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Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear foram registrados em um 

VARIAN-NMR-SYSTEM 500 MHz, operando a 500 MHz para RMN 1H e 125 MHz 

para RMN 13C e BRUKER ASCEND 400, operando a 400 MHz para RMN 1H e 100 

MHz para RMN 13C. Os espectros foram registrados em CDCl3 e DMSO-d6. 

Para obtenção dos espectros de massas por injeção direta foi utilizado para o 

IES-EM (baixa resolução) um espectrômetro Ion Trap-amaZonX (Bruker) e para o 

HRIESEM (alta resolução) um micrOTOF II (Bruker) operando com voltagem do 

capilar 3,5 kV, IES no modo negativo, offset da placa final 500 V, nebulizador 8,0 psi, 

gás seco (N2) com fluxo de 5,0 L/h e temperatura de 200 ºC. Os espectros (m/z 50-

1000) foram registados a cada 2 s. A fragmentação de CID foi conseguida no modo 

auto MS/MS utilizando o modo de resolução avançada para o modo MS e MS/MS. 

Para os ensaios de dicroísmo circular (DC) foi utilizado um 

espectropolarímetro de Absorbância em UV-Visível Jasco, modelo J-815 (as 

análises foram realizadas no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste – 

CETENE). As análises de infravermelho foram obtidas na região (4000 a 400 cm-1) 

utilizando aparelho de IRPrestige-21 (Shimadzu), utilizando-se de 1 mg de amostra 

em pastilhas de brometo de potássio (KBr), com frequência medida em cm-1. 

 

4.1.2.2 Processamento cromatográfico da fração diclorometano 

 

A fração diclorometano (10,0g) foi submetida à cromatografia em coluna (CC) 

utilizando sílica gel como fase estacionária e como eluentes: n-hexano, acetato de 

etila e metanol, puros ou em misturas binárias, em ordem crescente de polaridade 

(100 mL cada, Fr 1-Fr 30). A Fr 13 (63 mg), coletada com um sistema de eluição 

90:10 de hexano:acetato de etila (v/v), foi submetida ao CLAE-DAD preparativo, 

utilizando sistema isocrático de água e acetonitrilia (55:45 v/v) durante 130 minutos, 

fluxo de 8,0 mL/min, 100 µL de volume de injeção e utilizando um comprimento de 

onda de 254 nm, dessa análise foi possível isolar o composto 2 [Tempo de 

rentenção (TR) = 45 min, 30 mg].  

As Fr 25 e 26 (78 mg), coletada com uma sistema de eluição 80:20 de 

hexano:acetato de etila (v/v), foram reunidas e submetidas ao CLAE preparativo nas 

mesmas condições anteriormente descritas, obtendo a substância 3 (TR = 36,6 min, 

35,0 mg). 
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4.1.2.3 Processamento cromatográfico da fração acetato-metanol 50% 

 

Uma alíquota da fração acetato de etila-metanol 50% (10 g) foi submetida à 

CC utilizando como fase estacionária sílica gel 60 e como fase móvel n-hexano 

acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binárias, em gradiente crescente 

de polaridade. Foram obtidas 21 frações de 250 mL cada, em seguida, foram 

analisadas através de CCDA utilizando diferentes sistemas de eluição e reveladas 

na luz UV. 

A Fr 8-9 (205 mg) eluida com uma proporção de 90:10 de acetato de etila: 

metanol (v/v) foi submetida ao CLAE preparativo, utilizando um sistema isocrático 

composto por água (0,1 % e ácido fórmico) e metanol (65:35 v/v) durante 110 

minutos, fluxo de 8,0 mL/min, 100 µL de volume de injeção e utilizando um 

comprimento de onda de 254 nm, resultando no isolamento dos compostos 1 (TR = 

31,6 min, 22,8 mg), 4 (TR = 57,1 min, 33,8 mg), 5 (TR = 51 min, 17,3 mg), 6 (TR = 

13,8 min, 16,0 mg), 7 (TR = 28,5, 12,6 mg), 8 (TR = 21,8 min, 13,7 mg) e 9 (TR = 20,6, 

19,1 mg).  

 

4.1.3.4 Obtenção da fração concentrada de saponinas (FrST) 

 

Uma alíquota de 20 g da fração acetato-metanol 50% foi dissolvida em 300 

mL de água destilada. Em seguida foi particionada com n-butanol (300 mL) por três 

vezes. A solução extrativa da fase n-butanólica foi então concentrada em 

evaporador rotativo sob pressão reduzida a uma temperatura de 50° C. Após 

obtenção do material seco, foi dissolvido numa solução com metanol-acetato de etila 

(1:5, v/v) (500 mL) e então foi adicionado metanol até acontecer à precipitação das 

saponinas. Após a precipitação foi deixado o material decantar por 72 horas a 

temperatura ambiente. O precipitado foi então ressuspenso em metanol (200 mL) e 

concentrado em evaporador rotativo sob pressão reduzida a 40° C. Desta forma 

obtendo uma fração rica em saponinas e sendo codificada com FrST (1,1 g) 

(BARBOSA; SILVA; PARENTE, 2012) (Esquema 5, pág. 57). 
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Fração Acetato-metanol 50 % 

(20 g) 

Dissolvida c/ H2O 
Partição c/ n-BuOH (3 x) 

Solução extrativa  
n-Butanólica  

(900 mL) 

Evaporador rotativo 

Fase n-butanólica 

Dissolvida c/ MeOH:Acetato de etila (1:5) 
Adicionado MeOH até precipitar 

Decantação por 72 horas 

Esquema 5 Obtenção da fração concentrada de saponinas (FrST). 

Precipitado de saponinas 

Ressuspenso c/ MeOH 
Evaporador rotativo 

FrST (1,1 g) 
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4.1.3.4.1 Processamento cromatográfico da FrST 

 

O método analítico para separação cromatográfica por CLAE-DAD das 

substâncias presentes na FrST utilizou água (0,1% ácido fórmico) (A) e metanol (B). 

O gradiente utilizado foi: 70% de B (0,01 min) até 80% de B (50,0 min), retornando 

para 70% de B (65,0 min) e permanecendo com 70% de B até 80,0 min, com fluxo 

da fase móvel: 0,6 mL/min, com volume de injeção de 20 µL e detecção de 205 nm. 

As condições de gradiente, tempo total de eluição e detecção foram mantidas para 

escala preparativa, sendo modificado o volume de injeção e o fluxo da fase móvel. 

De tal modo que o volume de injeção na escala preparativa foi de 100 µL e o fluxo 

utilizado foi 8,0 ml/min. Desse procedimento resultou o isolamento do composto 25 

(TR = 33 min, 10 mg) discutido na seção 5.2 .  

 

4.1.3.4.2 Análises por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplado 

ao Detector de Arranjos de Fotodiodo e ao Espectrômetro de Massas (CLAE-

DAD-EM) da FrST 

 

O CLAE foi acoplado ao espectrômetro de massas de baixa resolução da 

marca Bruker, modelo Ion Trap-amaZonX utilizando a técnica de Ionização por 

Eletrospray. O método cromatográfico utilizado foi o mesmo desenvolvido na análise 

analítica do perfil cromatográfico de FrST (Descrito na seção 4.1.3.4.1). Os 

parâmetros de análise do Ion-Trap foram: capilar 4,5 kV, IES no modo negativo, 

offset da placa final 500 V, nebulizador 35 psi, gás seco (N2) com fluxo de 8 L/h e 

temperatura de 300 ºC. A fragmentação de CID foi conseguida no modo auto MS/MS 

utilizando o modo de resolução avançada para o modo MS e MS/MS. Os espectros 

(m/z 200-1200) foram registados a cada 2 s. 

Para as análises de CLAE-DAD-EM de alta resolução, utilizou-se um CLAE 

idêntico ao descrito anteriormente, com exceção do detector SPDM-20A, com a 

mesma coluna cromatográfica, acoplado espectrômetro de massas de alta resolução 

da marca Bruker, modelo micrOTOF II utilizando a técnica de Ionização por 

Eletrospray. Os parâmetros de análise do micrOTOF II foram: capilar 4,0 kV, IES no 

modo negativo, offset da placa final 500 V, nebulizador 35 psi, gás seco (N2) com 

fluxo de 8 L/h e temperatura de 300 ºC. Os espectros (m/z 50-1000) foram 

registados a cada 2 s. O formiato de sódio foi usado como calibrador interno durante 
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a corrida cromatográfica. O equipamento possui resolução de 15.000, quando 

operando em CLAE-EM, opera em torno de 11.000. 

 

4.2 Ensaio de citotoxicidade  

 

O ensaio de viabilidade celular MTT (MOSMANN, 1983) foi realizado para 

estudar o efeito citotóxico de 1. MCF-7 (adenocarcinoma da mama), HCC1954 

(carcinoma de glândula mamária), T-47D (carcinoma de glândula mamária), 4T1 

(carcinoma de glândula mamária), HL60 (leucemia promielocítica), células 

RAW264.7 (macrófagos) foram cultivadas num meio RPMI 1640 ou meio DMEM 

suplementado com 5% de soro fetal bovino (FBS), 100 U / mL de penicilina e 100 μg 

/ mL de estreptomicina em ar umidificado com 5% de CO2 a 37 °C. Resumidamente, 

as células foram semeadas em placas de 96 poços (100 μL de 2 x 105 células / mL) 

e 1 (0,39 - 50 μg / mL) dissolvido em DMSO: Meio (1:99 v / v; 100 μL) foi adicionado 

a cada poço e incubado por 72 h. DMSO 1% foi usado como controle negativo. 

Adicionou-se MTT a uma concentração final de 0,5 mg / mL, incubou-se durante 4 h 

e depois solubilizou-se com 100 μL de DMSO. A produção de formazan foi medida a 

570 nm num espectrofotómetro de placa. 

 

4.3 Cálculo teórico do Dicroísmo Circular (EDC)  

 

Todas as otimizações geométricas e pesquisas conformacionais foram 

realizadas usando o Spartan'16 para Windows (Wavefunction, Irvine, CA, EUA). A 

geometria da estrutura química do composto foi inicialmente otimizada com um 

campo de força Merck Molecular Force Field (MMFF) (HALGREN, 1996) e uma nova 

otimização geométrica foi então realizada com base no método semi-empírico, 

Austin Model 1 (AM1) (DEWAR, et al., 1985). Foi utilizado um método de busca 

sistemática que analisou os confórmeros e selecionou os conformadores com a 

mínima energia mínima usando AM1 e um algoritmo de Monte-Carlo 

(METROPOLIS; ULAM, 1949). Depois disso, as energias mínimas mais baixas foram 

selecionadas e otimizadas com base em um cálculo do modo vibracional usando 

DFT (teoria funcional da densidade) (BECKE, 1988). Os cálculos DFT foram 

realizados usando Spartan 16 (Wavefunction, Irvine, CA, EUA, VEREECKEN, et al., 

1998). Cada estrutura foi examinada no nível B3LYP / 6-311G * e as estruturas de 
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energia mais baixas foram selecionadas para os cálculos. O mínimo global na 

superfície de energia potencial foi utilizado para a determinação de cada geometria. 

Os espectros de EDC calculados foram obtidos por teoria funcional de densidade 

(DFT) e DFT dependente do tempo (TD-DFT) usando Gaussian 09 e analisadas 

usando GUIs GaussSum v 3.0 (O'BOYLE, et al., 2008). 
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5. RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1 Manuscrito intitulado: “Zornioside, uma diidrochalcona C-

glicosilada, e outros compostos de Zornia brasiliensis” submetido 

à Revista Brasileira de Farmacognosia. 
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Abstract: Neste estudo, foi realizado a caracterização de metabólitos secundários das partes 

aéreas de Zornia brasiliensis (Leguminosae) e atividade biológica de um destes metabólitos 

secundários. A investigação fitoquímica foi realizada através do emprego de técnicas 

cromatográficas, uma sequência de coluna, HPLC de fase reversa analítico e preparativo 

possibilitou o isolamento de 9 compostos: uma diidrochalcona C-glicosilada inédita 

(Zornioside) (1), um megastigmano glicosilado: roseosídeo (9) e sete compostos fenólicos: 7-

metoxiflavanona (2), 7,4’-dimetoxisoflavona (3), isoorientina-3’-O- metil éter (4), isovitexina 

(5), Ácido (Z)-O-cumárico glicosilado (6), Ácido (E)-O-cumárico glicosilado (7), 

diidromelilotosídeo (8). As estruturas dos compostos isolados foram determinadas com base 

nas análises espectroscópicas de 1D e 2D-NMR, HR-IES-EM, IR e dicroísmo circular (DC) A 

atividade citotóxica do Zornioside (1) foi avaliada contra linhas de células tumorais (MCF-7, 

HCC1954, T-47D, 4T1, HL60) e uma linha celular não-tumoral (RAW264.7) utilizando o 

ensaio MTT. O composto (1) foi seletivamente citotóxico para células de leucemia HL60 

(IC50: 37,26 μM). 

Palavras chaves: Zornia brasiliensis; Compostos fenólicos; Dihidrochalcona.  

 

Conflito de interesse: todos os autores não têm nenhum para declarar. 
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Introdução 

 

A espécie Zornia brasiliensis (Leguminosae) é conhecida popularmente como 

“urinária”, “urinana” e “carrapicho”, possui uso popular como diurética e para o tratamento de 

doenças venéreas (Agra et al., 2007). Zornia brasiliensis está distribuída nas regiões Norte, 

Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil associadas aos domínios farmacêuticos da 

Amazônia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlântica (BFG, 2015), mas principalmente no Nordeste 

brasileiro (Mohlenbrock, 1961), e Venezuela (Tropicos.org. Jardim Botânico de Missouri). 

Foram isoladas três flavonas das partes aéreas desta espécie, e uma delas, 7-metoxiflavona, 

demonstrou efeitos antinociceptivos (Silva et al., 2013). Um estudo prévio de Z. brasiliensis 

revelou a composição química e a atividade antitumoral do óleo essencial de suas folhas 

(Costa et al., 2015). Estudos fitoquímicos anteriores do gênero Zornia demonstraram a 

presença de várias isoflavonas (Ren et al., 2012; Leuner et al., 2013). Assim, é necessária uma 

maior exploração dos constituintes químicos que compõem essa espécie. 

Neste artigo, relatamos os resultados do estudo fitoquímico do extrato etanólico bruto 

de Z. brasiliensis. Nove compostos foram isolados e identificados (Figura 1), com exceção da 

isovitexina, todos relatados pela primeira vez nesta espécie. Entre estes compostos, isolou-se e 

identificou pela primeira vez uma dihidrochalcona, zorniosídeo. Os outros compostos 

conhecidos foram identificados comparando seus dados espectroscópicos com os dados 

relatados na literatura. 
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Material e Métodos  

 

Procedimentos experimentais gerais 

 

As análises cromatográficas analíticas foram realizadas utilizando um sistema de 

CLAE da Shimadzu (Prominence) equipado com módulo de bombeamento de solvente 

binário LC-20AT, autoinjetor SIL-20A, um sistema de degaseificação DGU-20A, detector 

SPD-M20A diode array e CBM-20A. A coluna utilizada foi Phenomenex Gemini
®
 C18 (250 

mm x 4,6 mm d.i. preenchido com partículas 5 µm), com pré-coluna SecurityGuard Gemini
®
 

C18 (4 mm x 3 mm d.i. preenchido com partículas 5 µm). As análises cromatográficas 

preparativas foram realizadas utilizando um sistema de CLAE da Shimadzu equipado com 

módulo de bombeamento de solvente binário LC-6AD, injetor Rheodyne, detector SPD-

M10A diode array e SCL-10A. A coluna utilizada foi ACE C18 (250 mm x 21,2 mm e 5 μm 

de tamanho de partícula). Os solventes orgânicos utilizados foram acetonitrila e metanol, 

ambos com grau CLAE (TEDIA
®
, Brazil) e água ultrapura obtida por sistema de purificação 

Milli-Q (Millipore
®
). As análises de RMN foram realizadas em espectrômetro VARIAN-

NMR-SYSTEM 500 MHz, operando a 500 MHz para RMN de 
1
H e 125 MHz para RMN de 

13
C e BRUKER ASCEND 400, operando a 400 MHz para RMN de 

1
H e 100 MHz para RMN 

de 
13

C. Foram utilizados clorofórmio deuterado (CDCl3) e dimetilsufóxido deuterado 

(DMSO-d6) (todos da Cambridge Isotope Laboratories) contendo TMS como padrão interno. 

Para obtenção dos espectros de massas das substâncias foram utilizados espectrômetros de 

massas de baixa e alta resoluções da marca Bruker, modelo Ion Trap-amaZonX e modelo 

micrOTOF II, respectivamente, pela técnica de Ionização por Eletrospray, modo positivo 

(IES
+
) ou negativo (IES

-
). As amostras foram diluídas em uma solução de água:acetonitrila ou 

água:metanol (Milli-Q Millipore
®
/ TEDIA

®
, Brazil). Para os ensaios de dicroísmo circular 
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(DC) foi utilizado um espectropolarímetro de Absorbância em UV-Visível Jasco, modelo J-

815. As análises de infravermelho foram obtidas na região (4000 a 400 cm
-1

) utilizando 

aparelho de IRPrestige-21 (Shimadzu), utilizando-se de 1 mg de amostra em pastilhas de 

brometo de potássio (KBr), com frequência medida em cm
-1

. 

 

Material botânico 

 

As partes aéreas de Zornia brasiliensis Vogel (Leguminosae) foram coletadas no 

município de Serra Branca (07° 29'46 "S e 36° 44'36" W, altitude: atingindo 712 m de 

altitude), estado da Paraíba (PB), Brasil, em março de 2016. Autorização de coleta: N. 53894-

1, concedida pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio) 

através do Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade (SISBIO). Com cadastro 

de acesso no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento 

Tradicional Associado (SISGEN) sob número: ADD107E. A espécie foi devidamente 

identificada pelo botânico Dr. José Iranildo Miranda de Melo, da Universidade Estadual da 

Paraíba (UEPB). Uma exsicata foi depositada no Herbário Arruda Câmara (HACAM), 

Campus I da Universidade Estadual da Paraíba, sob o código 1862. 

 

Extração e isolamento 

 

As partes áreas de Z. brasiliensis (5 kg) foram submetidas a extração para obtenção 

extrato etanólico bruto e das frações hexânica, diclorometano, acetato de etila, acetato de 

etila-metanol (90:10) e acetato de etila-metanol (50:50) (Silva et al., 2013). 

A fração diclorometano (10,0g) foi submetida à cromatografia em coluna (CC) 

utilizando sílica gel (ART 7734, MERCK, 0.060 – 0.200 mm e 70 - 230 mesh ASTM) como 
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fase estacionária e como eluentes: hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas 

binárias, em ordem crescente de polaridade (100 mL cada, Fr 1-Fr 30). A Fr 13 foi submetida 

ao HPLC preparativo, utilizando sistema isocrático de água e acetonitrilia (55:45), obtendo 

assim o composto 2 (TR = 45 min, 30,0 mg). As Fr 25 e 26 foram reunidas e submetidas ao 

HPLC preparativo nas mesmas condições anteriormente descritas, obtendo o composto 3 (TR 

= 36,6 min, 35,0 mg). 

Uma alíquota da fração acetato de etila-metanol (50:50) (10 g) foi submetida à CC em 

condições semelhantes à descrita anteriormente para fração diclorometano (250 mL cada, Fr 

1-Fr 21). A Fr 8-9 foi submetida ao HPLC preparativo, utilizando um sistema isocrático 

composto por água (0,1 % e ácido fórmico) e metanol (65:35), obtendo os compstos 1 (TR = 

31,6 min, 22,8 mg), 4 (TR = 57,1 min, 33,8 mg), 5 (TR = 51 min, 17,3 mg), 6 (TR = 13,8 min, 

16,0 mg), 7 (TR = 28,5 min, 12,6 mg), 8 (TR = 21,8 min, 13,7 mg) e 9 (TR = 20,6 min, 19,1 

mg). 

(3S)‐1‐{2’,4’‐dihydroxy‐3’‐[(2”R,3”S,4”S,5”R,6”S)‐3”,4”,5”‐trihydroxy‐6”‐

(hydroxymethyl)oxan‐2”‐yl]phenyl}‐3‐hydroxy‐3‐phenylpropan‐1‐one (1): óleo amarelo; 

IVmax 1613, 3434 cm
-1

, 
1
H e 

13
C RMN (500 MHz e 125 MHz, respectivamente, em DMSO-

d6), ver Tabela 1; HR-IES-EM m/z 421,1508 [M + H]
+
 (calcd. para C21H25O9, 421,1493). 

 

Cálculo teórico de EDC 

 

Todas as otimizações geométricas e pesquisas conformacionais foram realizadas 

usando o Spartan'16 para Windows (Wavefunction, Irvine, CA, EUA). A geometria da 

estrutura química do composto foi inicialmente otimizada com um campo de força Merck 

Molecular Force Field (MMFF) (Halgren, 1996) e uma nova otimização geométrica foi então 

realizada com base no método semi-empírico, Austin Model 1 (AM1) (Dewar, et al., 1985). 
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Foi utilizado um método de busca sistemática que analisou os confórmeros e selecionou os 

conformadores com a mínima energia mínima usando AM1 e um algoritmo de Monte-Carlo 

(Metropolis e Ulam, 1949). Depois disso, as energias mínimas mais baixas foram 

selecionadas e otimizadas com base em um cálculo do modo vibracional usando DFT (teoria 

funcional da densidade) (Becke, 1988). Os cálculos DFT foram realizados usando Spartan 16 

(Wavefunction, Irvine, CA, EUA, Vereecken, et al., 1998). Cada estrutura foi examinada no 

nível B3LYP / 6-311G * e as estruturas de energia mais baixas foram selecionadas para os 

cálculos. O mínimo global na superfície de energia potencial foi utilizado para a determinação 

de cada geometria. Os espectros de EDC calculados foram obtidos por teoria funcional de 

densidade (DFT) e DFT dependente do tempo (TD-DFT) usando Gaussian 09 e analisadas 

usando GUIs GaussSum v 3.0 (O'Boyle, et al., 2008). 

 

Ensaio de citotoxicidade  

 

O ensaio de viabilidade celular MTT (Mosmann, 1983) foi realizado para estudar o 

efeito citotóxico de 1. MCF-7 (adenocarcinoma da mama), HCC1954 (carcinoma de glândula 

mamária), T-47D (carcinoma de glândula mamária), 4T1 (carcinoma de glândula mamária), 

HL60 (leucemia promielocítica), células RAW264.7 (macrófagos) foram cultivadas num meio 

RPMI 1640 ou meio DMEM suplementado com 5% de soro fetal bovino (FBS), 100 U / mL 

de penicilina e 100 μg/ mL de estreptomicina em ar umidificado com 5% de CO2 a 37 ° C. 

Resumidamente, as células foram semeadas em placas de 96 poços (100 μL de 2 x 10
5
 

células/ mL) e 1 (0,39 - 50 μg/ mL) dissolvido em DMSO: Meio (1:99 v/ v; 100 μL) foi 

adicionado a cada poço e incubado por 72 h. DMSO 1% foi usado como controle negativo. 

Adicionou-se MTT a uma concentração final de 0,5 mg / mL, incubou-se durante 4 h e depois 

solubilizou-se com 100 μL de DMSO. A produção de formazan foi medida a 570 nm num 

espectrofotómetro de placa. 
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Resultados e Discussão 

 

Elucidação estrutural e identificação dos compostos isolados (1-9) 

 

Os compostos de 1-9 (Figura 9) foram isolados do extrato etanólico das partes aéreas 

por cromatografia de coluna seguida de HPLC preparativo. As substâncias conhecidas foram 

determinadas através da comparação de seus dados espectroscópicos com os da literatura. Os 

compostos conhecidos foram identificados como 7-metoxiflavanona (2) (Kostrzewa-Susłow 

and Janeczko, 2012), 7,4’-dimetoxisoflavona (3) (Veitch et al., 2003), isoorientina-3’-O- 

metil éter (4) (Delazar et al., 2006), isovitexina (5) (Peng et al., 2005), ácido (Z)-O-cumárico 

glicosilado (6) (Canuto et al., 2010), ácido (E)-O-cumárico glicosilado (7) (Canuto et al., 

2010), diidromelilotosídeo (8) (Chana et al., 2012; Taskova et al., 2005), roseosídeo (9)
 
(Shen 

and Terazawa, 2001; Rao, 2017). 

 O composto 1 apresentou o pico em m/z 421,1508 [M+H]
+
 determinado por 

HRIESEM compativel com a fórmula molecuar C21H24O9 (calcd. 421,1493). Os espectros de 

1
H RMN e HSQC mostraram sinais referentes à existência de dois anéis aromáticos, um tetra 

substituído [δH 7,77 (1H, d, J = 8,8 Hz), 6,40 (1H, d, J = 8,8 Hz)], e outro monosubstituído 

[δH 7,42 (2H, m), 7,33 (2H, m), 7,24 (1H, m)], um hidrogênio carbinólico [δH 5,12 (1H, dd, J 

= 4,4, 8,8 Hz), δC 70,2(C-β)] (Tabela 4) 
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Figura 9 Estruturas químicas dos compostos 1-9 de Z. brasiliensis. 

 

Além de dois hidrogênios metilênicos não equivalentes [δH 3,09 (1H, dd, J = 4,4, 14,8 

Hz), 3,32 (1H, m), δC 47,1(C-α)], o 
1
H-

1
H COSY (Figura 10) mostrou uma correlação entre os 

hidrogênios carbinólico e o mitilênico, revelando que estes são vicinais, além disso, o 

experimento de HMBC revelou que existe uma correlação entre estes hidrogênios e a 

carbonila [δC 202,8(C=O)], contudo foi observada apenas a correlação entre o hidrogênio 

carbinólico com o C-2 [δC 125,9], desta forma sendo este β a carbonila [δC 202,8], já os 

hidrogênios metilênicos possuem uma correlação com o C-1 [δC 145,2] sendo assim α a 

carbonila [δC 202,8]. Os carbonos em [δC 108,1 (C-3’), 112,5 (C-1’), 112,7 (C-5’), 132,8 (C-

2’), 164,1 (C-6’), 164,2 (C-4’)] confirmaram a presença de um anel aromático tetra-

substituído em 1.  

No HMBC foi observada outra correlação entre o H-2’ [δH 7,77 (1H, d, J = 8,8), δC 

132,8] com a carbonila [δC 202,8], confirmando que esta C=O encontra-se ligada ao anel 

aromático tetra substituído. Já os quatro sinais de carbonos [δC 145,2 (C-1), 125,9 (C-2), 
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127,0 (C-4) e 128,1 (C-5)] atribuídos à existência de seis carbonos confirma a presença do 

anel aromático monosubstituído. O HMBC mostrou uma correlação do H-2/6 [δH 7,42 (2H, 

m), δC 125,9(C-2/6)] com C-β [δC 70,2], confirmando a ligação do anel monossubstituído ao 

C-β. A presença do sinal [δH 4,16 (1H, d, J = 10,0 Hz)], que associados a outros sinais de 

hidrogênios carbinólicos alifáticos [δH 4,01 (1H, t, J = 8,8 Hz), 3,66 (dd, 2H, J = 1,2, 11,2 

Hz), 3,19-3,10 (3H, m)] revelaram a presença de uma unidade osídica em 1, contudo a 

ausência do hidrogênio e do carbono anomérico mostra que trata-se de um C-glicosídeo. O 

HSQC mostrou existência de seis carbonos correlacionados a esses hidrogênios, e o valor da 

constante de acoplamento do H-1” (J = 10,0 Hz) confirma que se trata da β-glicose. O HMBC 

revelou uma correlação entre o H-1” [δH 4,16 (1H, d, J = 10,0 Hz), δC 73,6] com [δC 112,7 (C-

5’)], [δC 164,2 (C-4’)], [δC 164,1 (C-6’)] confirmando assim a inserção da β-glicose na 

posição 5’ através de uma ligação do tipo C-C. 

Os cálculos TD-DFT dos espectros EDC dos compostos foram comparados com o 

experimental. Foram feitas comparações de espectros simulados de EDC para os compostos 

(βS) - Zorniosídeo e (βR) - Zorniosídeo. Os espectros simulados de EDC do primeiro não 

mostrou picos em qualquer comprimento de onda de 800 nm até 200 nm que corroboram com 

os espectros de EDC experimental βS (Figura 11), como observado na figura, é diferente do 

espectro simulado da configuração βR. Esses resultados permitem propor a configuração da 

dihidrochalcona glicosilada isolada. Portanto, este é o primeiro relato desta dihidrochalcona 

na literatura. 
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Tabela 4  

Dados espectroscópicos de RMN de
 1
H e 

13
C do composto 1. 

No. 
1 

δC, tipo δH (J, Hz) HMBC 

1 145,2, C - - 

2 125,9, CH 7,42, m 4, β 

3 128,1, CH 7,33, m 1, 5 

4 127,0, CH 7,24, m 2 

5 128,1, CH 7,33, m 1, 2 

6 125,1, CH 7,42, m 4, β 

1’ 112,5, C - - 

2’ 132,8, CH 7,77, d (8,8) 6’, 4’, C=O 

3’ 108,1, CH 6,40, d (8,8) 4’, 5’, 1’ 

4’ 164,2, C - - 

5’ 112,7, C - - 

6’ 164,1, C - - 

α 47,1, CH2 
3,09, dd (4,4, 14,8) 

3,32, m 

β, C=O, 

1 

β 70,2, CH 5,12, dd (4,4, 8,8) 
α, 1, 

2 

    

C=O 202,8, C - - 

1” 73,2, CH 4,61, d (10,0) 
5’, 2” 

6’, 4’, 5”, 3” 

2” 70,5, CH 4,01, t (8,8) 1”, 3” 

3” 79,0, CH 3,19, m - 

4” 69,7, CH 3,19, m 2” 

5” 81,5, CH 3,19, m - 

6” 61,4, CH2 3,66, dd (1,2, 11,2) - 
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Figura 10 Correlações HMBC (→) e a interação 
1
H-

1
H COSY (ligação escura) para 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 Comparação de espectros de EDC de (βR) –Zornoside (a) e (βS) –Zornoside (b) simulados 

usando formas de banda Gaussianas (σ = 0,4 eV), ao espectro de EDC experimental (c). 

  

b 
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O espectro de RMN 
13

C do composto 2 revelou sinais compatíveis com a existência de 

dois anéis aromáticos [δC 114,0 (C-10), 128,8 (C-5), 110,2 (C-6), 100,9 (C-8), 138,7 (C-1’), 

126,1 (C-2’/6’), 128,7 (C-3’/4’/5’)] estando apenas dois desses carbonos aromáticos 

oxigenados, δC 166,2 (C-7) e δC 163,5 (C-9), estas proposta é corroborada pelos dados de 

RMN 
1
H, onde é possível obsevar a existência de um padrão de hidrogenação do tipo ABX 

[δH 7,867 (1H, d, J = 9,0 Hz), 6,616 (1H, dd, J = 2,5 e 9,0 Hz), 6,491 (1H, d, J = 2,0 Hz)] e de 

um anel aromático monosubstituido [δH 7,471 (2H, m), 7,434 (2H, m), 7,383(1H,m)], desta 

forma 2 é um flavonoide, contudo a existência de uma carbonila δC 190,5 (C-4) e dos sinais δC 

80,0 (C-2) e 44,3 (C-2),e dos seus respectivos sinais de RMN 
1
H [δH 5,47 (1H, dd, J = 3,0 e 

13,5 Hz), 2,840 (1H, dd, J = 3,0 e 17,0 Hz, H-3b)], 3,057 (1H, dd, J = 13,5 e 17,0 Hz, H-3a). 

Este conjuto de sinais revelam que este flavonide é do tipo flavanona. A metoxila δC 55,5 (-

OCH3) teve sua posição determinada através do HMBC que mostrou uma correlação entre o 

hidrogênio δH 3,820 (3H, s) da metoxila com o δC 162,2 (C-7). 

Os espectros de EDC calculados do composto 2, (2S) -7-metoxiflavonas são 

semelhantes com o experimental (Figura 12), por outro lado (2R) -7-metoxiflavonas diferem 

significativamente do último (material suplementar - Figura 26). Os comprimentos de onda 

em torno de 330, 292 e 263 nm com sinais positivos, negativos e negativos, respectivamente, 

que estão em acordo qualitativo com o espectro experimental exibindo as mesmas 

características em 329, 304 e 268 nm, permitem atribuir a configuração absoluta (2S) deste 

composto. Diante destes dados e em comparação com os dados da literatura o composto 2 

trata-se da (2S)-7-metoxiflavanona (Kostrzewa-Susłow and Janeczko, 2012), relatado pela 

primeira vez para o gênero Zornia. 
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Figura 12 Comparação dos espectros EDC de (2S) -7-metoxiflavona, simulado usando formas de 

banda Gaussiana (σ = 0,4 eV), ao espectro EDC experimental. 

 

O espectro de RMN 
13

C do composto 3 apresentou uma similaridade com o composto 

2, com sinais compatíveis com a existência de dois anéis aromáticos [δC 118,8 (C-10), 127,8 

(C-5), 114,5 (C-6), 100,1 (C-8), 124,2 (C-1’), 130,1 (C-2’/6’), 113,9 (C-3’/5’)] estando três 

desses carbonos aromáticos oxigenados, δC 163,9 (C-7), δC 157,9 (C-9) e δC 159,6 (C-4’), é 

possível obsevar no espectro de RMN 
1
H a existência de um padrão de hidrogenação do tipo 

ABX [δH 8,203 (1H, d, J = 9,0 Hz), 6,984 (1H, dd, J = 2,0 e 8,5 Hz), 6,839 (1H, d, J = 2,5 

Hz)] e um outro anel aromático disubstituído com um padrão de hidrogenação AA’BB’ [δH 

7,429 (2H, d, J = 9,0 Hz) e 6,961 (2H, d, J = 9,0 Hz)], desta forma 3 também é um 

flavonoide, porém com esqueleto diferente de 2, uma vez que existe um sinal δC 152,0 (C-2) 

aliado ao seu respectivo sinal de RMN 
1
H [δH 7,902 (1H, s, H-2)] e uma carbonila δC 175,9 

(C-4) revelam que este flavonide é do tipo isoflavona. Foi observada ainda a existência de 

duas metoxilas δC 55,3 e 55,8 (2 x -OCH3), estas tiveram suas posições determinadas com o 

auxílio do HMBC que mostrou uma correlação entre o hidrogênio δH 3,899 (3H, s) e o δC 

163,9(C-7) e a outra correlação foi entre o δH 3,8923 (3H, s) e o δC 159,6 (C-4’). Diante 

destes dados e em comparação com os dados da literatura o composto 3 trata-se da 7,4’-

dimetoxisoflavona (Veitch et al., 2003), relatado pela primeira vez para Zornia brasiliensis. 

O espectro de RMN 
13

C do composto 4 apresentou uma similaridade com o composto 

2 e 3, contendo também dois anéis aromáticos [δC 103,3 (C-10), 109,5 (C-6), 94,5 (C-8), 
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121,7 (C-1’), 110,4 (C-2’), 116,3 (C-5’) e 120,7 (C-6’)] estando cinco desses carbonos 

aromáticos oxigenados, δC 161,1 (C-5), δC 163,6 (C-7), δC 156,9 (C-9) δC 148,6 (C-3’) e δC 

151,5 (C-4’), é possível obsevar no espectro de RMN 
1
H a existência de um padrão de 

hidrogenação do tipo ABX [δH 7,545 (1H, d, J = 2,0 Hz), 7,520 (1H, s) e 6,939 (1H, d, J = 8,0 

Hz)] e um outro anel aromático pentasubstituído δH 6,841 (1H, s), desta forma o composto 7 

trata-se de flavonoide, porém com esqueleto diferente de 2 e 3, uma vez que existe um sinal 

δC 103,1 (C-3) juntamente com seu respectivo sinal de δH 6,518 (1H, s) e uma carbonila δC 

182,1 (C-4) revelam que este flavonide é do tipo flavona. A metoxila δC 56,4 (-OCH3) teve 

sua posição determinada com o auxílio do HMBC que mostrou uma correlação entre o 

hidrogênio δH 3,872 (3H, s) e o δC 148,6 (C-3’). Foram ainda observados sinais [δC 71,0 (C-

2”), 79,5 (C-3”), 70,6 (C-4”), 81,9 (C-5”), 61,9 (C-6”)] atribuídos a uma unidade osídica, 

contudo não foi possível observar a existência de um hidrogênio anomérico, o deslocamento 

do C-1” é δC 73,7 (C-1”), sendo assim esta unidade osídica é a glicose e encontra-se ligada a 

aglicona através de uma ligação do tipo C-C. Além disso o H-1” [δH 4,592 (1H, d, J = 9,6Hz)] 

demonstra que trata-se da β-glicose. O HMBC revolou que a unidade osídica está inserida na 

posição C-6 da aglicona, uma vez que existe a correlação entre o H-1” [δH 4,592 (1H, d, J = 

9,6Hz)] e o δC 109, (C-6). Diante destes dados e em comparação com os dados da literatura o 

composto 7 trata-se da isoorientina-3’-O- metil éter (Delazar et al., 2006), relatado pela 

primeira vez para o gênero Zornia. 

O composto 5 diverge do composto 4 pela ausência de um sinal referente a metoxila 

em δC 56,4 (-OCH3) desta forma estando apenas quatro carbonos aromáticos oxigenados, δC 

161,1 (C-5), δC 163,6 (C-7), δC 156,9 (C-9) e δC 151,5 (C-4’), e no espectro de RMN 
1
H 

obervou-se a existência de um padrão de hidrogenação do tipo AA’BB’ [δH 7,896 (2H, d, J = 

9,02 Hz) e 6,921 (2H, d, J = 8,8 Hz)]. Assim o composto 5 foi identificado como sendo a 

isovitexina (Peng et al., 2005). 
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O composto 6 apresentou revelou no espectro de RMN 
13

C seis sinais aromáticos [δC 

125,0 (C-1’), 129,6 (C-2’), 121,0 (C-3’), 130,0 (C-4’), 114,6 (C-5’), 154,9 (C-6’)], outros dois 

sinais de carbonos olefínicos exocíclicos [δC 132,9 (C-3), 123,2 (C-2)] e um outro sinal de 

carbonila de ácido carboxílico em δC 168,6 (C-1), desta forma evidenciando que o composto 6 

possui um esqueleto fenólico do tipo C6-C3. O RMN 
1
H confirmou que 6 é o isômero 

geométrico cis, uma vez que o H-3 e H-2 apresentaram respectivamente os deslocamentos δH 

7,032 (1H, d, J = 12,8 Hz) e 5,928 (1H, d, J = 12,8 Hz). Além disso, foi possível observar 

deslocamentos de RMN 
13

C referente a existência de uma unidade osídica compátivel com a 

glicose [δC 100,7 (C-1”) ,73,3( C-2”), 76,5 (C-3”), 69,6 (C-4”), 77,10 (C-5”), 60,7 (C-6”)], 

além do protón anomérico δH 4,852 (1H, d, J = 7,2 Hz) que confirma trata-se da β-glicose. A 

inserção do açúcar na aglicona foi definida pela padrão de hidrgenação do anel aromático [δH 

7,601 (1H, d, J = 7,2 Hz), 7,258 (1H, t, J = 8,0 Hz), 7,109 (1H, d, J = 8,4 Hz) e 6,936 (1H, J = 

7,6 Hz)], desta forma o anel aromático está 1,2 disubstitído, e a β-glicose iserida no C-2’. 

Diante destes dados e em comparação com os dados da literatura o composto 6 trata-se do 

ácido (Z)-O-cumárico glicosilado (Canuto et al., 2010), relatado pela primeira vez para o 

gênero Zornia. 

O composto 7 apresentou dados de RMN 
13

C e 
1
H semelhantes ao do composto 6, 

contudo no composto 7 o H-3 e H-2 apresentaram respectivamente os deslocamentos δH 7,909 

(1H, d, J = 16,4 Hz) e 6,541 (1H, d, J = 16,0 Hz), assim o composto 7 trata-se do isômero 

trans do composto 6. Logo, 7 foi identificado como sendo ácido (E)-O-cumárico glicosilado 

(Canuto et al., 2010), relatado pela primeira vez para o gênero Zornia. 

O composto 8 revelou dados semelhantes as substâncias 6 e 7, contudo não foram 

observados os sinais referentes aos carbonos e hidrogênios olefínicos C-2 e C-3. Esta proposta 

é corroborada pelo deslocamentos químicos de RMN do C-3, em δH 2,807 (2H, dl) e δC 27,2 

(C-3), contudo os sinais referente ao C-2 não poderam ser detectados devido estarem com 
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mesmo intervalo de deslocamento do DMSO-d6 no qual foram realizados os espectros de 

RMN 
13

C e 
1
H. O espectro de IESEM revelou uma m/z = 327,91 [M-H]

-
 compatível com uma 

substância semelhante aos isômeros 6 e 7, porém sem a dupla ligação entre os carbonos C-2 e 

C-3. Diante destes dados e em comparação com os descritos na literatura foi possível 

identificar 8 como diidromelilotosídeo (Chana et al., 2012; Taskova et al., 2005), relatado 

pela primeira vez no gênero Zornia. 

O composto 9 apreentou uma m/z = 386,82 [M-H]
-
. O espectro de RMN 

13
C mostrou a 

presença de 4 metilas (Me) [δC 20,8 (C-10), 23,0 (C-11), 24,0 (C-12), 18,9 (C-13)] onde o 

deslocamento δH 1,802 (3H, d, J = 1,2 Hz) da Me-13 revelou que a mesma está ligada a um 

carbono olefínico. Foi observado ainda um sinal δC 197,4 (C-3) referente a uma carbonila αβ-

insaturada, além de sinais atribuídos a presenção de uma ligação olefínica exocíclica [δC 

130,3 (C-7) e 133,3 (C-8)] e de uma unidade osídica semelhante a presente nos compostos 6, 

7 e 8. Desta forma, 9 se possui um esqueleto carbônico do tipo megastigmane glicosilado. O 

HMBC revelou duas correlações da Me-13 com δC 125,6 (C-4) e 164,2 (C-5) confirmando 

que a Me-13 está ligada a um carbono olefínico, ainda foi possível observar outra correlação 

da Me-13 com δC 77,8 (C-6), desta forma confirmando a posição da Me-13 no C-5. Ainda no 

HMBC foi observado uma correlação dos hidrogênios diasterotópicos de C-2 [δH 2,434 (1H, 

d, J = 16,8 Hz) e 2,062 (1H, t, J = 16,8 Hz)] com δC 197,4 (C-3), determinando a posição da 

carbonila em C-3. A Me-11 [δH 0,922 (3H, s)] e a Me-12 [δH 0,915 (3H, s)] apresentaram 

correlações no HMBC com os carbonos C-1 (δC 40,9), C-2 (δC 49,3) e C-6 (δC 77,8) 

confirmando assim que as Me-11 e 12 estão ligadas ao C-1. A Me-10 [δH 1,176 (3H, d, J = 

6,4 Hz)] se correlaciona com o C-9 (δC 73,6) e com C-8 (δC 133,3) e hidrogênio anomérico 

mostrou uma correlação com o C-9 (δC 73,6), confirmando a inserção do açúcar na posição C-

9. A estereoquímica absoluta dos carbonos quirais C-6 e C-9 foram determinadas através de 

EDC experimenta e teórico. O EDC experimental e simulado mostra sinal positivo a 247 e 
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270 nm, respectivamente, logo 6S e 9S (Figura 13). O EDC simulado dos outros isômeros do 

roseosídeo é significativamente diferente do experimental (Figura 37). Desta forma 9 foi 

identificado como sendo roseosídeo (6S, 9S) (Shen and Terazawa, 2001; Rao, 2017), relatado 

pela primeira vez para o gênero Zornia. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13 Comparação dos espectros de EDC de (6S, 9S) roseósido simulado usando formas de banda 

gaussianas (σ = 0,6 eV), ao espectro EDC experimental. 

 

Atividade citotóxica do zornioside (1) 

 

Os resultados do ensaio de actividade citotóxica são apresentados na Tabela 5. Os valores de 

IC50 (concentração de fármaco a que 50% das células são viáveis em relação ao controlo), 

calculados a partir das curvas dose-sobrevivência geradas pelos ensaios MTT realizados após 

o tratamento com zornoside, variou de 37,26 (27,28 – 43,00) μM, para células HL60, até 

93,42 (73,90 – 109,96) μM, para células 4T1. Então, como pode ser visto, o composto foi 

seletivamente citotóxico para células de leucemia promielocítica HL60. Na linhagem celular 

não tumoral (macrófagos RAW 264.7), o zornioside mostrou citotoxicidade fraca, valor IC50 

de 106,92 (96,52 – 118,78) μM.  
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Tabela 5  

Atividade citotóxica contra células tumorais e não tumorais do zornosídeo. 

a Os dados são apresentados como valores IC50 e intervalos de confiança de 95% obtidos por regressão não linear 

para todas as linhas celulares a partir de duas experiências independentes. Tempo de exposição: 72 h. MCF-7: 

adenocarcinoma de mama; HCC1954: carcinoma da glândula mamária; T-47D: carcinoma da glândula mamária; 

4T1: carcinoma da glândula mamária; HL60: leucemia promielocítica; RAW264.7: macrófagos. 

 

Com a exceção do composto 3 e 5, todos os outros compostos são relatados pela 

primeira vez no gênero Zornia, sendo o composto 1 descrito pela primeira vez na literatura. O 

composto 1 demonstrou melhor atividade citotóxica contra a linhagem celular HL-60 (15,65 

μg / mL). Assim, o estudo mostrou que a espécie Zornia brasiliensis é um bioprodutor de 

compostos fenólicos e o zorniosídeo possui potencial citotóxico.  

 

Contribuições dos autores 

 

YMN, LAS, RLL, ADSS e CVOC participaram da análise fitoquímica. MSS e JFT 

participaram da interpretação dos espectros de RMN. JIMM participou de identificação 

botânica. A MTS participou da aquisição e interpretação de dados computacionais. MVS, 

SSA e MAGF participaram na aquisição e interpretação de ensaios biológicos. 

  

Linhagem celular 
a
IC50 (µM) IC50 (µM) Doxorubicina 

MCF-7  76,26 (57,38 – 101,35) 1,9 

T47D  76,09 (53,14 – 89,76) 1,43 

4T1 93,42 (73,90 – 109,96) 2,0 

HCC 1954 81,88 (68,57 – 97,74) 1,43 

HL-60 37,26 (27,28 – 43,00) 0,3 

RAW 264.7 106,92 (96,52 – 118,78) 2,8 
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Materiais Suplementares 

 

Dados suplementares (dados espectroscópicos de infravermelho 1D e 2D RMN, EM, 

DC e IV dos dados espectroscópicos de compostos 1 e 1D e 2D RMN dos compostos 

discutidos nos resultados). 
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Conteúdo: 

Figura 14. As estruturas dos compostos 1 – 9 isolados de Zornia brasiliensis. 

Figura 15. Espectro de
 
RMN de 

1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 

Figura 16. Expansão do espectro de
 
RMN de 

1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 

Figura 17. Expansão do espectro de
 
RMN de 

1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 

Figura 18. Espectro de RMN de 
13

C (BB, 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 

Figura 19. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (BB, 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 

Figura 20. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (BB, 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 

Figura 21. Espectro de
 
RMN - COSY 

1
H-

1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 1 

Figura 22. Expansão do espectro de
 
RMN - COSY 

1
H-

1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 

Figura 23. Espectro de
 
RMN - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 

Figura 24. Expansão do espectro de
 
RMN - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 

Figura 25. Expansão do espectro de
 
RMN - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 

Figura 26. Espectro de RMN - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 

Figura 27. Expansão do espectro de RMN - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 

Figura 28. Expansão do espectro de RMN - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 

Figura 29. Espectro de
 
RMN - NOESY (400 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 

Figura 30. Espectro de
 
HR-IES-EM do composto 1. 

Figura 31. Espectro de
 
IV do composto 1. 

Figura 32. Espectro de
 
RMN de 

1
H (500 MHz, CDCl3) do composto 2. 

Figura 33. Expansão do espectro de
 
RMN de 

1
H (500 MHz, CDCl3) do composto 2. 



88 
 

 

Figura 34. Expansão do espectro de
 
RMN de 

1
H (500 MHz, CDCl3) do composto 2. 

Figura 35. Espectro de
 
RMN de 

13
C (APT, 125 MHz, CDCl3) do composto 2. 

Figura 36. Espectro de RMN - NOESY (500 MHz, CDCl3) do composto 2. 

Figura 37. Espectro de EDC de (2R)‐7-metoxiflavanona simulado usando formas de banda 

Gaussianas (a, σ = 0.4 eV) (a), (4S)‐4‐hydroxy‐3,5,5‐trimethyl‐4‐[(1E,3R)‐3‐{[(2’S,3’S,4’R,5’R,6’S)‐

3,4,5‐trihydroxy‐6‐(hydroxymethyl)oxan‐2‐yl]oxy}but‐1‐en‐1‐yl]cyclohex‐2‐en‐1‐one (b, σ = 0.6 eV) 

(b), (4R)‐4‐hydroxy‐3,5,5‐trimethyl‐4‐[(1E,3R)‐3‐{[(2’S,3’S,4’R,5’R,6’S)‐3,4,5‐trihydroxy‐6‐

(hydroxymethyl)oxan‐2‐yl]oxy}but‐1‐en‐1‐yl]cyclohex‐2‐en‐1‐one (c, σ = 0.6 eV) (c), (4R)‐4‐

hydroxy‐3,5,5‐trimethyl‐4‐[(1E,3S)‐3‐{[(2’S,3’S,4’R,5’R,6’S)‐3,4,5‐trihydroxy‐6‐

(hydroxymethyl)oxan‐2‐yl]oxy}but‐1‐en‐1‐yl]cyclohex‐2‐en‐1‐one (d, σ = 0.6 eV) (d). 

 

Figura 38. Espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) do composto 3. 

Figura 39. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) do composto 3. 

Figura 40. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) do composto 3. 

Figura 41. Espectro de RMN de 
13

C (125 MHz, CDCl3) do composto 3. 

Figura 42. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (125 MHz, CDCl3) do composto 3. 

Figura 43. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (125 MHz, CDCl3) do composto 3. 

Figura 44. Espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 4. 

Figura 45. Expensão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 4. 

Figura 46. Expensão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 4. 

Figura 47. Espectro de 
13

C-RMN (BB, 100 MHz, DMSO-d6) do composto 4. 

Figura 48. Espectro de RMN - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 4. 

Figura 49. Expansão do espectro de RMN - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 4. 

Figura 50. Expansão do espectro de RMN - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 4. 

Figura 51. Espectro de RMN de 
1
H- (400 MHz, DMSO-d6) do composto 5. 

Figura 52. Expansão do espectro de RMN de 
1
H- (400 MHz, DMSO-d6) do composto 5. 

Figura 53. Expansão do espectro de RMN de 
1
H- (400 MHz, DMSO-d6) do composto 5. 

Figura 54. Espectro de RMN de 
13

C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 5. 

Figura 55. Espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6. 

Figura 56. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6. 

Figura 57. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6. 

Figura 58. Espectro de RMN de 
13

C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 6. 

Figura 59. Espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 7. 

Figura 60. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 7. 

Figura 61. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 7. 

Figura 62. Espectro de RMN de 
13

C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 7. 

Figura 63. Espectro de
 
IES-EM do composto 8. 

Figura 64. Espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 8. 

Figura 65. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 8. 
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Figura 66. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 8. 

Figura 67. Espectro de RMN de 
13

C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 8. 

Figura 68. Espectro de
 
IES-EM do composto 9. 

Figura 69. Espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 

Figura 70. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 

Figura 71. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 

Figura 72. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 

Figura 73. Espectro de RMN de 
13

C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 

Figura 74. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 

Figura 75. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 

Figura 76. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 

Figura 77. Espectro de
 
RMN - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 

Figura 78. Espectro de
 
RMN - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 

Figura 79. Expansão do espectro de
 
RMN - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 

 

Composto 2  

¹H RMN (500 MHz, CDCl3) δ 2,84 (1H, dd, J = 3,4, 17,0 Hz, H-3b), 3,05 (1H, dd, 1H, J = 13,5, 17,0 

Hz, H-3a), 5,47 (1H, dd, 1H, J = 3,0, 13,5 Hz, H-2), 6,49 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-8), 6,61 (1H, dd, J = 

2,5, 9,0 Hz, H-6), 7,38 (1H, m, H-4'), 7,43 (2H, m, H-3',5'), 7,47 (2H, m, H-2’,6’), 7,86 (1H, d, J = 9,0 

Hz, H-5); ¹³C RMN (125 MHz, CDCl3) δ 44,3 (C-3), 55,6 (O-CH3), 80,0 (C-2), 100.9 (C-8), 110.2 (C-

6), 114.8 (C-10), 126.1 (C-6’, 2’), 128.7 (C-3’, 4’, 5’), 128.8 (C-5), 138.7 (C-1’), 163.5 (C-9), 166.2 

(C-7), 190.5 (C-4).  

Composto 3 

¹H RMN (500 MHz, CDCl3) δ 3,82 (3H, s, OCH3-4'), 3,89 (3H, s, OCH3-7), 6,83 (1H, d, J = 2,5 Hz, 

H-8), 6,98 (1H, dd, J = 2,0, 8,5 Hz, H-6), 6,95 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-3', 5'), 7,90 (1H, s, H-2), 8,20 

(1H, d, J = 9,0 Hz, H-5); ¹³C RMN (125 MHz, CDCl3) δ 55,3 (4'-OCH3), 55,8 (7- OCH3), 100,1 (C-

8), 113,9 (C-3’,5’), 114,5 (C-6), 118,4 (C-10), 124,2 (C-1’), 124,9 (C-3), 127,8 (C-5),130,1 (C-2’,6’) 

152,0 (C-2), 157,9 (C-9), 159,6 (C-4’), 163,9 (C-7), 175,9 (C-4).  

Composto 4 

¹H RMN (400 MHz, DMSO-d6) δ 3,11-3,20 (3H, m, H-3', 4', 5'), 3,42 (1H, dd, J = 5,6, 11,6 Hz, H-

6''a), 3,68 (1H, d, J = 10,8 Hz, H-6''b), 3,87 (3H, s, OCH3-3'), 4,07 (1H, t, J = 9,2 Hz, H-2''), 4,59 (1H, 

d, J = 9,6 Hz, H-1''), 6,51(1H, s, H-3), 6,84 (1H, s, H-8), 6,93 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5’), 7,52 (1H, sl, 

H-1’), 7,54 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2’); ¹³C RMN (100 MHz, DMSO-d6) δ 56,5 (C-OH3-3'), 61,9 (C-

6’’), 70,6 (C-4’’), 71,0 (C-2’’), 73,7 (C-1’’), 79,5 (C-3’’), 81,9 (C-5’’), 94,5 (C-8), 103,1 (C-3), 103,3 

(C-10), 109,5 (C-6), 110,4 (C-2’), 116,3 (C-5'), 120,7 (C-6’), 121,7 (C-1’), 148,6 (C-3'), 151,5 (C-4'), 

156,9 (C-9), 161,1 (C-5), 163,6 (C-2, 7), 182,1 (C-4).  
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Composto 5 

¹H RMN (400 MHz, DMSO-d6) δ 3,12-3,21 (3H, m, H-3', 5'), 3,42 (1H, dd, J = 5,6, 11,6 Hz, H-6''a), 

3,68 (1H, d, J = 10,8 Hz, H-6''b), 4,09 (1H, t, J = 8,8 Hz, H-2'), 4,59 (1H, d, J 9,6 Hz, H-1''), 6,49 

(1H,s, H-8), 6,71 (1H, s, H-3), 6,92 (2H, d, J 8,8 Hz H-3’, 5’), 7,89 (2H, d, J = 9,2 Hz, H-2’, 6’); ¹³C 

RMN (100 MHz, DMSO-d6) δ 61,47 (C-6’’), 70,2 (C-4’’), 70,6 (C-2’’), 73,1 (C-1’’), 79,0 (C-3’’), 

81,5 (C-5’’), 93,8 (C-8), 102,57 (C-2), 102,8 (C-10), 109,0 (C-6), 116,0 (C-3’, 5’), 120,9 (C-1’), 128,9 

(C-2’, 6’), 156,3 (C-9), 160,6 (C-5), 161,5 (C-4’), 163,3 (C-2, 7), 181,7 (C-4).  

Composto 6 

¹H RMN (400 MHz, DMSO-d6) δ 3,15-3,32 (4H, m, H-2'', 3'', 4'', 5’'), 3,48 (1H, dd, J = 5,6, 12,0 Hz, 

H-6''b), 3,68 (1H, dd, J = 2,0, 12,0 Hz, H-6''a), 4,85 (1H, d, J = 7,2 Hz, H-2’), 5,92 (1H, d, J = 12,8 

Hz, H-6'), 6,93 (1H, t, J = 7,6 Hz, H-3'), 7,03 (1H, d, J = 12,8 Hz, H-5'), 7,1 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-3), 

7,25 (1H, t, J = 8,0 Hz, H-4'), 7,60 (1H, d, J = 7,2 Hz, H-6); ¹³C RMN (100 MHz, DMSO-d6) δ 60,7 

(C-6'’), 69,6 (C-4'’), 73,3 (C-2'’), 76,5 (C-3'’), 77,0 (C-5’'), 100,7 (C-1'’), 114,4 (C-3'), 121,0 (C-5'), 

123,2 (C-6'), 125,0 (C-1'), 129,6 (C-2), 130,0 (C-4'), 132,9 (C-3), 154,9 (C-2'), 168,6 (C-1).  

Composto 7  

¹H RMN (400 MHz, DMSO-d6) δ 3,15-3,32 (4H, m, H-2'', 3'', 4'', 5'’), 3,47 (1H, dd, J = 5,6, 11,6 Hz, 

H-6''b), 3,68 (1H, dd, J = 1,6, 11,6 Hz, H-6''a), 5,0 (1H, d, J = 7,2 Hz, H-1'’), 6,54 (1H, d, J = 16,0 

Hz, H-2), 7,03 (1H, t, J = 7,6 Hz, H-5'), 7,18 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-3'), 7,37 (1H, td, H-4'), 7,68 (1H, 

dd, J = 1,6, 8,0 Hz, H-6'), 7,90 (1H, d, J = 16,4 Hz, H-3); ¹³C RMN (100 MHz, DMSO-d6) δ 60,6 (C-

6’'), 69,6 (C-4'’), 73,3 (C-2'’), 76,8 (C-3'’), 77,1 (C-5'’), 100,0 (C-1'’), 115,1 (C-3'), 120,1(C-2), 122,0 

(C-5'), 123,4 (C-1'), 128,1 (C-6') 131,4 (C-4'), 138,5 (C-3), 155,6 (C-2'), 168,1 (C-1).  

Composto 8 

¹H RMN (400 MHz, DMSO-d6) δ 2,80 (2H, dl, H-3), 3,16-3,31 (4H, m, H-2'', 3'', 4'', 5'’), 3,48 (1H, dd, 

J = 5,6, 12,0 Hz, H-6''b), 3,70 (2H, d, J = 11,6 Hz, H-6’'a), 4,80 (1H, d, J = 5,2, H-1''), 6,87 (1H, t, H-

5’), 7,06 (1H, d, J = 8,0, H-3'), 7,13 (2H, t, H-4', 6'); ¹³C RMN (100 MHz, DMSO-d6) δ 27,2 (C-3), 

62,5 (C-6'’), 71,3 (C-4’'), 74,9 (C-2’'), 78,1 (C-3'', 5''), 102,6 (C-1''), 116,2 (C-3'), 123,3 (C-5'), 128,6 

(C-4'), 130,9 (C-6'), 131,6 (C-1'), 156,9 (C-2'), 178,0 (C-1). 

Composto 9 

¹H RMN (400 MHz, DMSO-d6) δ 2,06 (1H, d, J = 16,8, H-2a), 2,43 (1H, d, J = 16,8, H-2b), 2,93 (1H, 

t, J = 8.4, H-9) 4,16 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-1’), 5,74 (1H, d, H-7), 5,75 (1H, s, H-4), 5,79 (1H, t, H-8); 

¹³C RMN (100 MHz, DMSO-d6) δ 18,9 (C-13), 20,8 (C-10), 23,0 (C-11), 24,0 (C-12), 40,9 (C-1), 49,3 

(C-2), 61,0 (C-6'), 70,0 (C-4'), 73,6 (C-9), 74,6 (C-2'), 76,8 (C-3', 5'), 77,8 (C-6), 100,8 (C-1'), 125,6 

(C-4), 130,3 (C-7), 133,3 (C-8), 164,2 (C-5), 197,4 (C-3). 
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Figura 14. As estruturas dos compostos 1 – 9 isolados de Zornia brasiliensis.  
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Figura 15. Espectro de
 
RMN de 

1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 1.  
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Figura 16. Expansão do espectro de
 
RMN de 

1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 
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Figura 17. Expansão do espectro de
 
RMN de 

1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 
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Figura 18. Espectro de RMN de 
13

C (BB, 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1.  



96 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (BB, 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 
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Figura 20. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (BB, 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 
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Figura 21. Espectro de
 
RMN - COSY 

1
H-

1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 1.  
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Figura 22. Expansão do espectro de
 
RMN - COSY 

1
H-

1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 
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Figura 23. Espectro de
 
RMN - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1.  
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Figura 24. Expansão do espectro de
 
RMN - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 
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Figura 25. Expansão do espectro de
 
RMN - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 
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Figura 26. Espectro de RMN - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1.  
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Figura 27. Expansão do espectro de RMN - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 
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Figura 28. Expansão do espectro de RMN - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 1. 
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Figura 29. Espectro de
 
RMN - NOESY (400 MHz, DMSO-d6) do composto 1.  
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Figura 30. Espectro de
 
HR-IES-EM do composto 1.  
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Figura 31. Espectro de
 
IV do composto 1.  
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Figura 32. Espectro de
 
RMN de 

1
H (500 MHz, CDCl3) do composto 2.  
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Figura 33. Expansão do espectro de
 
RMN de 

1
H (500 MHz, CDCl3) do composto 2. 
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Figura 34. Expansão do espectro de
 
RMN de 

1
H (500 MHz, CDCl3) do composto 2. 
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Figura 35. Espectro de
 
RMN de 

13
C (APT, 125 MHz, CDCl3) do composto 2.  



113 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Espectro de RMN - NOESY (500 MHz, CDCl3) do composto 2.  
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Figura 37. Espectro de EDC de (2R)‐7-metoxiflavanona simulado usando formas de banda Gaussianas (a, σ = 0.4 eV) (a), (4S)‐4‐hydroxy‐3,5,5‐trimethyl‐4‐

[(1E,3R)‐3‐{[(2’S,3’S,4’R,5’R,6’S)‐3,4,5‐trihydroxy‐6‐(hydroxymethyl)oxan‐2‐yl]oxy}but‐1‐en‐1‐yl]cyclohex‐2‐en‐1‐one (b, σ = 0.6 eV) (b), (4R)‐4‐

hydroxy‐3,5,5‐trimethyl‐4‐[(1E,3R)‐3‐{[(2’S,3’S,4’R,5’R,6’S)‐3,4,5‐trihydroxy‐6‐(hydroxymethyl)oxan‐2‐yl]oxy}but‐1‐en‐1‐yl]cyclohex‐2‐en‐1‐one (c, σ = 

0.6 eV) (c), (4R)‐4‐hydroxy‐3,5,5‐trimethyl‐4‐[(1E,3S)‐3‐{[(2’S,3’S,4’R,5’R,6’S)‐3,4,5‐trihydroxy‐6‐(hydroxymethyl)oxan‐2‐yl]oxy}but‐1‐en‐1‐yl]cyclohex‐

2‐en‐1‐one (d, σ = 0.6 eV) (d).  
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Figura 38. Espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) do composto 3.  
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Figura 39. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) do composto 3. 
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Figura 40. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) do composto 3. 
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Figura 41. Espectro de RMN de 
13

C (125 MHz, CDCl3) do composto 3.  
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Figura 42. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (125 MHz, CDCl3) do composto 3. 
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Figura 43. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (125 MHz, CDCl3) do composto 3. 
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Figura 44. Espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 4.  
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Figura 45. Expensão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 4. 
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Figura 46. Expensão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 4. 
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Figura 47. Espectro de 
13

C-RMN (BB, 100 MHz, DMSO-d6) do composto 4.  
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 Figura 48. Espectro de RMN - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 4.
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Figura 49. Expansão do espectro de RMN - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 4.  
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Figura 50. Expansão do espectro de RMN - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 4. 
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Figura 51. Espectro de RMN de 
1
H- (400 MHz, DMSO-d6) do composto 5.  
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Figura 52. Expansão do espectro de RMN de 
1
H- (400 MHz, DMSO-d6) do composto 5. 
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Figura 53. Expansão do espectro de RMN de 
1
H- (400 MHz, DMSO-d6) do composto 5. 
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Figura 54. Espectro de RMN de 
13

C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 5.  
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Figura 55. Espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6.  
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Figura 56. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6. 
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Figura 57. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6. 
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Figura 58. Espectro de RMN de 
13

C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 6.  
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Figura 59. Espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 7.  
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Figura 60. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 7. 

  



138 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 61. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 7. 
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Figura 62. Espectro de RMN de 
13

C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 7.  
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Figura 63. Espectro de
 
IES-EM do composto 8.  
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Figura 64. Espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 8.  
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Figura 65. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 8. 
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Figura 66. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 8. 
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Figura 67. Espectro de RMN de 
13

C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 8.  
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Figura 68. Espectro de
 
IES-EM do composto 9. 
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Figura 69. Espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 9.  
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Figura 70. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 
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Figura 71. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 
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Figura 72. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 

  



150 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 73. Espectro de RMN de 
13

C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 
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Figura 74. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 
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Figura 75. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 
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Figura 76. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 

  



154 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 77. Espectro de
 
RMN - HSQC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 
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Figura 78. Espectro de
 
RMN - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 

  



156 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 79. Expansão do espectro de
 
RMN - HMBC (400 e 100 MHz, DMSO-d6) do composto 9. 
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5.2 Manuscrito intitulado: “Rápida caracterização de 

saponinas triterpênicas por CLAE-IES-EM/EM de Zornia 
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Abstract: Zornia brasiliensis Vogel (Leguminosae) é uma espécie popularmente conhecida no Brasil 17 
como “urinária”, “urinana” e “carrapicho”, e tem uso popular como diurético e no tratamento de 18 
doenças venéreas. Uma metodologia específica para obter uma fração enriquecida com saponina, 19 
cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à detecção de arranjo de diodos, espectrometria 20 
de massa de armadilha de íons e TOF-MS (HPLC-DAD-ESI-MS/MS) foi aplicada para a análise de 21 
saponinas triterpênicas. Os experimentos de EM e EM/EM foram realizadas por ionização em 22 
modo negativo. Dados da massa molecular e fragmentação foram utilizados para apoiar a 23 
caracterização estrutural das saponinas. Com base nos tempos de retenção, determinação da 24 
massa em alta resolução e fragmentação, 35 saponinas triterpênicas do tipo oleanano foram 25 
tentativamente identificadas em Z. brasiliensis. 26 

Palavras-chaves: Saponinas triterpênicas; Soyasaponinas; Zornia brasiliensis; HPLC-DAD-ESI-27 
MS/MS. 28 

 29 

1. Introdução 30 

A família Leguminosae é constituída por aproximadamente 770 gêneros e 19.500 espécies. Até 31 
então possuía apenas três subfamílias, mas um estudo recente reorganizou a família Leguminosea 32 
em seis subfamílias [1]. Dentre estas, está à subfamília Papilionoideae, a que possui maior 33 
expressividade de gêneros, e cujo gênero Zornia se insere.  34 

O gênero Zornia é composto por aproximadamente 80 espécies distribuídas no mundo 35 
principalmente nas regiões tropicais e subtropicais. No Brasil o gênero é representado por 36 36 
espécies, das quais 15 são endêmicas [2,3]. Já foram publicados trabalhos de investigação de 37 
atividade farmacológica envolvendo espécies deste gênero, dentre estas, atividade citotóxica, 38 
relaxante de musculo liso, atividade anticonvulsivante, antibacteriana, antitumoral, anti-39 
inflamatória e potencial antioxidante [4-12]. Por outro lado, estudos fitoquímicos revelaram a 40 
presença isoflavonoides [13,14]. 41 

Zornia brasiliensis Vogel é uma espécie conhecida popularmente como “urinária”, “urinana” e 42 
“carrapicho”, possui uso popular como diurética e para tratamento de doenças venéreas [15]. Z. 43 
brasiliensis está distribuído nas regiões Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil, associado 44 
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aos domínios fitogeográficos Amazônia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlântica [16], mas 45 
principalmente no Nordeste brasileiro [17], e Venezuela [18]. Dois estudos farmacológicos 46 
envolvendo esta espécie foram relatados, a atividade antinociceptiva da 7-metoxiflavona isolada 47 
das suas partes aéreas [19], e a atividade antitumoral do seu óleo essencial [20]. Recentemente, 48 
estudo fitoquímico das partes áreas dessa espécie resultou na identificação de 14 compostos, dentre 49 
estes, flavonas, flavanonas, isoflavonoides, pterocarponos, chalconas e uma diidrochalcona 50 
glicosilada inédita. Esta chalcona apresentou atividade citotóxica frente a células leucêmicas HL60 51 
[21]. 52 

Técnicas hifenadas de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) acoplada a 53 
espectrometria de massas é rotineiramente aplicada a análise estrutural e caracterização de 54 
saponinas [22-29]. 55 

Este estudo representa a primeira contribuição para descrever a existência de saponinas 56 
triterpênicas do gênero Zornia (Leguminosae). Um total de 35 saponinas foram detectadas e 57 
tentativamente identificadas por EM e EM/EM. 58 

2. Resultados 59 

2.1 Identificação por RMN do compostos 25 60 

Após análise por CLAE-DAD-EM/EM foi possível isolar o pico 25, uma vez que esse é o 61 
majoritário dessa fração rica em saponinas (Figura 80). 62 

 63 
 64 
 65 
 66 
 67 
 68 
 69 
 70 
 71 
 72 
 73 
 74 
 75 
 76 
 77 
 78 

Figura 80. Cromatograma do pico base (BPC) obtido por ESI-MS/MS em modo negativo da fração 79 
rica em saponinas. 80 

O espectro de RMN de 13C-BB (DMSO-d6, 100 MHz) de 25 revelou a presença de 45 sinais 81 
atribuídos a 47 carbonos, com sinais distribuídos na região de carbonos alifáticos. Sendo compatível 82 
com presença de um esqueleto triterpênico e com a presença de três unidade osídicas, desta forma 83 
sugerindo que 25 trate-se de uma saponina. Foi possível atribuir a presença de 7 metilas para 84 
sapogenina triterpência [δC 22,3 (Me-23), 15,3 (Me-25), 16,7 (Me-26), 25,0 (Me-27), 20,4 (Me-28), 32,7 85 
(Me-29), 28,4 (Me-30)], pode ser observado ainda um sinal em δC 61,6 (C-24) característisco de 86 
carbono carbinólico, e assim revelando que nesta estrutura a Me-24 encontra-se oxigenado. Outros 87 
dois sinais observados foram δC 121,7 (C-12) e 144,1 (C-13) atribuídos as carbonos do tipo sp2 onde 88 
C-12 é um carbono metínico e C-13 um carbono não hidrogenado, assim confirmando que a 89 
sapogenina de 25 é do tipo triterpênica oleanano. A existência de um carbonônico metilênico em C-90 
19 (δC 46,4) e valor do deslocamento C-20 (δC 30,3) sugere que esta sapogenina trata-se da β-amirina. 91 
Foi ainda observado na expansão deste espectro outros dois sinais de carbonos oximentínicos em δC 92 
74,2 (C-22) e 90,0 (C-3). 93 
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No espectro de RMN de 1H (DMSO-d6,500 MHz) foi possível observar o sinais atrubídos as 7 94 
metilas, todos com integrais para 3 hidrogênios [δH 1,08 (Me-23), 0,79 (Me-25), 0,88 (Me-26), 1,04 95 
(Me-27), 0,74 (Me-28), 0,96 (Me-29), 0,96 (Me-30)], corroborando com os dados observado nos 96 
espectros de RMN de 13C, da mesma maneira foi observado um singleto largo em δH 5,16 com 97 
integral para um hidrogênio, confirmando a existência de um carbono metínico sp2. Foram 98 
observados os sinais em δH 3,80 (d, J = 11Hz, 1H) e 3,04 (m, 1H) atribuídos ao carbono oximetilênico 99 
na posição C-24, um δH 3,12 (m, 1H) atribuído ao C-3 e δH 3,23 (m, 1H) atribuído ao C-22, 100 
confimando que estes carbonos são oximetínicos. Diante disto, e com a junção dos demais dados 101 
descritos na Tabela 7, foi possível concluir que a sapogenina de 25 é a β-amirina. 102 

Ainda no espectro de RMN de 13C-BB (DMSO-d6,100 MHz) foi possível observar 3 sinais em δC 103 
103,9 (C-1’), 100,2 (C-1’’) e 100,3 (C-1’’’), revelando a presença de unidades osídicas em 25. Foram 104 
observados ainda os sinais em δC 172,3 (C-6’) característico de carbonila de ácido carboxílico, 105 
sugerindo a presença de um açúcar do tipo ácido glucurônico, um sinal em δC 65,3 (C-5”) atribuído 106 
ao carbono metilênico da arabionese e um sinal δC 17,9 (C-6’’’) atribuído a metila de ramnose, assim 107 
sendo estes as três unidades osídicas presentes em 25 [30-32]. 108 

O espectro de RMN de 1H (DMSO-d6, 500 MHz) corroborou com a proposta da presença dos 109 
três açúcares distintos. Foi possível atribuir ao carbono anomérico do ácido glucurônico o 110 
hidrogênio em δH 4,13 (d, J = 6,0 Hz, 1H) revelando que este é o β-ácido glucurônico, já o hidrogênio 111 
em δH 4,68 (d, J = 7,0 Hz, 1H) foi atribuído ao hidrogênio anomérico da arabinose, desmosntrado 112 
que esta é a β-arabinose, por fim o sinal do hidrogênio anomérico da ramnose, apresentou-se como 113 
um singleto largo em δH 4,97 (sl,1H), sendo esta a α-ramnose. Os sinais em δH 3,60 (dd, J = 4,5 e 11,0 114 
Hz, 1H) e 2,92 (t, J = 11,0 Hz, 1H) foram atribuídos ao C-5” confirmando que este é um carbono 115 
metilênico. E a presença de um dubleto em δH 1,06 (d, 3H) com integral para três hidrogênios 116 
confirmou a presença da metila na unidade de açúcar α-ramnose [30-32]. 117 

No espectro bidemensional 1H x 13C – HMBC (DMSO-d6, 500/125 MHz), em sua expansão, foi 118 
possivel observar um mapa de contorno referente correlação do hidrogênio anomérico H-1’ [δH 4,13 119 
(d, J = 6,0 Hz, 1H)] do β-ácido glucurônico a três ligações com o C-3 (δC 90,0), confirmando a 120 
inserção do β-ácido glucurônico na posição 3 da sapogenina. No espectro bidemensional 1H x 1H – 121 
COSY (DMSO-d6, 500/500 MHz) apresentou um mapa de contorno referente a correlação do 122 
hidrogênio anomérido do β-ácido glucurônico H-1’ [δH 4,13 (d, J = 6,0 Hz, 1H)] com o seu 123 
hidrogênio vicinal o H-2’ (δH 3,33, m). O HMBC revelou dois mapas de contorno atribuído a uma 124 
correlação deste hidrogênio H-2’ (δH 3,33, m) a duas ligações com o C-1’ (δC 103,9) e a três ligações 125 
com C-1” (δC 100,7), desta forma confirmando que a β-arabinose se encontra ligada ao β-ácido 126 
glucurônico e está inserção ocorre no C-2’ do ácido glucurônico. No COSY, ainda foi possível 127 
observar um outro mapa de contorno atribuído a correlação dos hidrogênios vicinais H-1’’ [δH 4,68 128 
(d, J = 7,0 Hz, 1H)] e H-2’’ (δH 3,16, m), ambos da β-arabinose. Semelhante ao descrito 129 
anteriormente, foi possível no HMBC ver dois mapas de contornos atribuídos a correlação do H-2’’ 130 
(δH 3,16, m) a duas ligações com o C-1’’ (δC 100,7) e a três ligações com C-1’’’ (δC 100,3) confirmando 131 
que a α-ramnose se encontra ligada ao C-2’’ da β-arabinose. O COSY, revelou ainda um outro mapa 132 
de contorno atribuído a correlação entres os hidrogênios H-1’’’ [δH 4,97 (sl,1H)] e H-2’’’ [δH 3,62 133 
(m)], no espectro 1H x 13C – HSQC (DMSO-d6, 400/100 MHz) foi constatado uma correlação direta 134 
entre este hidrogênio H-2’’’ e o carbono δC 70,7 (C-2’’’).  135 

No HMBC, ainda pode se observado um mapa de contorno referente a correlação entre o H-1’’’ 136 
[δH 4,97 (sl,1H)] a três ligações com C-2’’ (δC 77,6) confirmando mais uma vez a inserção da α-137 
ramnose no C-2’’ da β-arabinose, uma correlação a duas ligações com o C-2’’’ (δC 70,7) e uma outra 138 
correlação a três ligações com o C-5’’’ (δC 68,1). Ainda no HMBC, pode ser observada uma 139 
correlação do hidrogênio δH 1,06 (s, 3H) a duas ligações com C-5’’’ (δC 68,1) e a três ligações com C-140 
4’’’ (δC 72,6) confirmando que a metila se encontra na posição C-6’’’.  141 

Foi possível observar ainda no HMBC um mapa de contorno referente a correlação entre o H-142 
24a [δH 3,80 (d, J = 11 Hz)] a três ligações com o C-3 (δC 90,0) e a três ligações com a Me-23 (δC 22,3), 143 
confirmando que o carbono 3 é de fato oxigenado e que o C-24 é o carbono oximetilênico. Ainda foi 144 
observado um no HMBC uma outra correlação do hidrogênio da Me-23 δH 1,08 (s, 3H) a duas 145 
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ligações com o C-4 (δC 43,3) e a três ligações com: o C-24 (δC 61,6), C-5 (δC 55,5) e C-3 (δC 90,0). Um 146 
outro mapa de contorno importante para definição da posição do outro carbono carbinólico 147 
presente na sapogenina foi observado entre a Me-28 δH 0,74 (s, 3H) e C-22 (δC 72,4) indicando que o 148 
C-22 sustenta a hidroxila, informação corroborada por outro mapa de contorno entre H-16a [δH 1,33 149 
(m)] e C-22 (δC 72,4) referente a uma correlação a três ligações desse hidrogênio com o C-22, desta 150 
forma confirmando C-22 como um carbono oximentínico. 151 

O pico 25 possui um [M-H]- íon m/z 911,5006 (m/z 911,5010, calcd.) compatível com a fórmula 152 
molecular C47H75O17. O experimento de MS2 mostrou íons fragmentos m/z 765 [M-H-Rha]-, m/z 615 153 
[M-H-Rha-Ara]- e m/z 457 [M-H-Rha-Ara-Glu]- referente à perda consecutiva de 146 Da, 150 Da e 154 
158 Da, respectivamente.O que corrobora com os dados de RMN discutidos nessa seção. Diante 155 
destes dados e em comparação com os dados já descritos na literatura pode-se concluir que 25 é a 156 
Soysaponina II [30-32]. 157 

 158 

 159 

 160 

 161 

 162 

 163 

 164 

Figura 81. Soyasaponin II (25) isolada de Z. brasiliensis.( ) indica algumas correlações chaves 165 
de HMBC para o composto 25. 166 

2.2 Caracterização dos compostos por CLAE-IES-EM/EM 167 

A identificação de saponinas triterpenênicas por cromatografia líquida de alta eficiência 168 
acoplado a um espectrômetro de massas in tandem usando ionização por electrospray (CLAE-IES-169 
EM/EM) com dissociação induzida por colisão (CID) sob IES-EM negativo é uma técnica bem 170 
estabelecida e amplamente empregada [24]. Para obter esses dados foi utilizado um espectrômetro 171 
de massa de baixa resolução e a massa exata foi obtida por um espectrômetro de alta resolução, 172 
ambos usando os mesmos parâmetros de ionização, e ambos acoplados a um sistema de 173 
cromatografia líquida de alta eficiência nas mesmas condições cromatográficas. As 35 saponinas 174 
tentativamente identificadas presentes nas partes aéreas de Z. brasiliensis são mostradas no 175 
cromatograma de pico de base (Figura 80). 176 

De acordo com Pollier et al., Após dissociação induzida por colisão (CID) sob IES-EM negativo, 177 
as saponinas sofrem clivagens glicosídicas, mantendo a carga na extremidade redutora (por 178 
exemplo, fragmento contendo aglicona). No espectro EM/EM, os íons filhos fornecem informações 179 
sobre os resíduos de açúcar e a aglicona da saponina fragmentada. Os resíduos de açúcar são 180 
principalmente hexoses (por exemplo, glicose e galactose), 6-desoxi-hexoses (por exemplo, ramnose 181 
e fucose), pentoses (por exemplo, arabinose e xilose) e ácidos urônicos (por exemplo, ácido 182 
glucurônico e galacturônico). 183 

Os resíduos de açúcar e a aglicona podem ser identificados a partir dos espectros de MS / MS. 184 
As perdas típicas representam água (-18 Da), e/ou resíduos de hexosídeos (-162), e/ou resíduo 185 
ramnosídeos (-146 Da); e/ou arabinose (-150 Da) e/ou resíduos de ácido glucurónico (-158 Da). 186 
Portanto, o íon filho da aglicona [Aglicona - H]- é baseado nesse tipo ou padrão de análise. Com 187 
base nessa análise, 35 saponinas de Zornia braziliensis puderam ser tentativamente identificadas por 188 
espectrometria de massas. Os dados de EM/EM das saponinas tentativamente identificadas são 189 
relatados na Tabela 6.  190 



162 
 

 

Tabela 6. Caracterização das saponinas tentativamente identificadas por HPLC-ESI-MS/MS em Z. brasiliensis.  191 

Composto 
TR 

(min) 
[M − H]− 

[M − H]− 

Calculado 

Fórmula 

Molecular  

Error 

(ppm) 
Fragmentos (m/z) Tentativa Identificação Referência 

1 10,5 925,4800 925,4802 C47H73O18 0,2 
907, 863, 779, 717, 629, 

567, 471, 453, 439, 407 
Wistariasaponina A [33] 

2 11,1 779,4239 779,4223 C41H63O14 2,0 
735, 629, 585, 567, 471, 

439, 407 
Pen-HexA-Wistariasapogenol A - 

3 

11,2 

797,4310 797,4329 C41H65O15 2,4 
753, 647, 621, 603, 585, 

489, 457, 307 
Pen-HexA-Kudzusapogenol A - 

4 943,4912 943,4908 C47H75O19 −0,4 
925, 881, 797, 735, 647, 

585, 489, 457 
Subprosideo II [34] 

5 

12,5 

957,5056 957,5065 C48H77O19 0,9 
939, 895, 811, 749, 631, 

569, 483, 473 
Soyasaponina A3 [28,35] 

6 927,4943 927,4959 C47H75O18 1,8 
909, 865, 781, 719, 631, 

569, 473, 453 
dHex-Pen-HexA-Soyasapogenol A - 

7 
13,0 

781,4350 781,4380 C41H65O14 3,9 
763, 631, 613, 569, 473, 

307 
Pen-HexA-Soyasapogenol A - 

8 811,4459 811,4485 C42H67O15 3,2 793, 631, 587, 473, 337 Hex-HexA-Soyasapogenol A [36] 

9 13,2 985,4961 985,5014 C49H77O20 5,3 
967, 839, 821, 777, 689, 

627, 531, 489, 457, 453 
dHex-Pen-HexA-Aglycona III - 

10 13,7 839,4404 839,4435 C43H67O16 3,6 
821, 689, 671, 627, 531, 

489, 457, 307 
Pen-HexA-Aglycona III - 

11 14,2 997,5022 997,5014 C50H77O20 −0,8 
979, 935, 851, 789, 671, 

609, 513, 483, 471 
dHex-Hex-HexA-Aglycona II - 

12 15,1 851,4412 851,4435 C44H67O16 2,7 807, 671, 513, 471 Hex-HexA-Aglycona II - 

13 15,6 967,4901 967,4908 C49H75O19 0,7 
949, 905, 821, 671, 653, 

609, 513, 471, 453 
dHex-Pen-HexA-Aglycona II - 

14 16,9 649,3933 649,3957 C36H57O10 3,8 631, 473 HexA-Soyasapogenol A - 
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15 17,7 821,4303 821,4329 C43H65O15 3,2 
689, 671, 653, 609, 513, 

471, 307 
Pen-HexA-Aglycona II - 

16 18,3 999,5135 999,5170 C50H79O20 3,6 
981, 937, 853, 791, 673, 

611, 515, 483, 473 
dHex-Hex-HexA-Aglycona I - 

17 19,5 969,5074 969,5065 C49H77O19 −1,0 
951, 907, 823, 761, 673, 

611, 515, 473, 453 
dHex-Pen-HexA-Aglycona I - 

18 19,9 853,4559 853,4591 C44H69O17 3,8 
835, 673, 655, 611, 515, 

473, 337 
Hex-HexA-Aglycona I - 

19 20,2 823,4463 823,4485 C43H67O15 2,7 
805, 673, 629, 611, 515, 

473, 307 
Pen-HexA-Aglycona I - 

20 23,9 837,4603 837,4642 C44H69O15 2,0 
657,639, 595, 499, 497, 

457, 455, 453 

Hex-HexA-22-O-acetata- 

Soyasapogenol B 
- 

21 24,8 939,4935 939,4959 C48H75O18 2,6 
921, 877, 793, 731, 613, 

551, 483, 455 
Soyasaponina Be [22,24,25,27,29,37,38] 

22 26,2 691,4042 691,4063 C38H59O11 3,1 673, 515, 473 HexA-Aglycona I - 

23 31,0 941,5123 941,5115 C48H77O18 −0,8 
923, 879, 795, 733, 615, 

553, 
Soyasaponina I [22,24,27,28,29,37,38] 

24 32,6 795,4520 795,4536 C42H67O14 2,1 
777, 733, 615, 553, 457, 

337 
Soyasaponina III [27,28,29,38] 

25 33,0 911,5006 911,5010 C47H75O17 0,5 
893, 849, 765, 703, 615, 

553, 
Soyasaponina IIa [27,28,29,38] 

26 34,0 765,4418 765,4431 C41H65O13 1,6 
747, 615, 597, 553, 457, 

307 
Soyasaponina IV [27,28,29,38] 

27 36,9 925,5168 925,5166 C48H77O17 −0,2 
907, 863, 779, 717, 599, 

537, 483, 441, 439 
dHex-Hex-HexA-Olean-12-ene-3β,24-diol - 

28 39,3 779,4562 779,4587 C42H67O13 3,2 599, 441, 439, 307 Hex-HexA-Olean-12-ene-3β,24-diol - 

29 41,3 633,3998 633,4008 C36H57O9 1,5 615, 457 Soyasapogenol B monoglucuronideo [28,39] 

30 44,1 895,5043 895,5061 C47H75O16 1,9 
877, 833, 749, 687, 599, 

537, 453, 441, 439, 337 
dHex-Pen-HexA-Olean-12-ene-3β,24-diol - 

31 47,8 793,4348 793,4380 C42H65O14 4,0 
775, 731, 613, 551, 455, 

337 
Soyasaponina Be' [24,40] 
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32 48,0 909,4843 909,4853 C47H73O17 1,1 
891, 847, 763, 701, 613, 

551, 455, 453 
Soyasaponina Bg [25,40] 

33 48,7 763,4286 763,4274 C41H63O13 −1,5 719, 613, 569, 455, 307 Soyasaponina Bg' [40] 

34 51,1 749,4485 749,4482 C41H65O12 −0,5 599, 537, 441, 439, 307 Pen-HexA-Olean-12-ene-3β,24-diol - 

35 58,8 631,3856 631,3852 C36H55O9 −0,7 613, 455 HexA-Soyasapogenol E - 

Legenda: HexA: ácido urônico (ácido glucurônico ou ácido galacturônico) Hex: hexose (glicose ou galactose); Pen: Pentose (arabinose ou xilose); dHex: 6-desoxi-hexose (ramnose 192 
ou fucose).  193 

 194 

 195 
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2.2.1 Agliconas das saponinas de Z. brasiliensis 196 

Nos espectros de fragmentação de EM/EM das 35 saponinas foi possível observar íons m/z 441 - 197 
531 Da, característicos de agliconas triterpênicas. Através das relações dos íons desprotonados das 198 
saponinas, m/z 631,3856 - 999,5135 Da, e dos respectivos íons fragmentos, no intervalo m/z 441-531 Da, 199 
foram tentativamente identificadas 10 agliconas (Figura 82). Embora essas agliconas tenham sido 200 
detectadas apenas como íons filhas com valores nominais de m/z, suas fórmulas moleculares podem 201 
ser previstas pela fórmula molecular da massa exata do íon pai e pelas perdas observadas dos 202 
resíduos de açúcar [24]. 203 

Sete dessas agliconas são do tipo oleanano, a olean-12-eno-3β,24-diol, a soyasapogenol A, B e E, a 204 
kudzusapogenol A, a wistariasapogenol A e 22-O-acetato-Soyasapogenol B todas já relatadas na 205 
família Leguminosea (Figura 82) [28, 40-43]. 206 

As três sapogeninas restantes não possuem relatos na literatura. A aglicona I possui um íon 207 
fragmento em m/z 515 [Agli - H]- e a fórmula molecular C32H52O5, portanto, propomos que a aglicona 208 
seja um produto de acetilação da soyasapogenol A (m/z 473), pois é possível observar a perda de 42 Da 209 
(grupo acetoxi) após subtração de resíduos glicosídicos, sugerindo que o grupo acetoxi está presente 210 
na sapogenina. 211 

A AgliconaI II possui íon fragmento m/z 513 [Agli-H]- e fórmula molecular C32H50O5, foi 212 
observada a perda de 42 Da (acetoxi) semelhante ao observado na 21-acetoxi-soyasapogenol A (m/z 213 
515), contudo, a Aglicona II possui duas unidades de massa a menos, sugerindo que o C-22 foi 214 
oxidado gerando uma cetona [44]. O íon resultante desta perda de 42 Da, m/z 471, apresentou 215 
fragmentação distinta da wistariasapogenol A, diferença esta, evidenciada na ausência do íon m/z 439 216 
relativo a perda de 32 Da (CH4O) (Figura 87). A Aglicona III possui uma m/z 531 [Agli-H]- e uma 217 
fórmula molecular C32H52O6, foi tentativamente identificada como um derivado acetilado da 218 
kudzusapogenol A, evidenciado pela a perda de 42 Da e o íon m/z 489 (Figura 86). 219 
 220 
 221 

 222 
 223 
 224 

 225 
 226 

 227 

 228 
 229 

 230 
 231 
 232 

 233 
 234 
 235 
 236 
 237 

 238 
 239 

 240 
 241 
 242 
 243 
 244 

Figura 82. Agliconas tentativamente identificadas por espectrometria de massas de Z. brasiliensis.  245 
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Este estudo propôs a caracterização putativa de saponinas monodesmosídicas com a inserção de 246 
glicosídeos ou de suas cadeias na posição C-3, como observado na saponina isolada e identificada por 247 
RMN e apoiada na literatura que descreve saponinas presentes na família Leguminosae [28 40-45]. A 248 
possibilidade da presença de saponinas bidesmosídicas foi removida devido à presença dos 249 
fragmentos m/z 483 [M-H]- referentes à união de um dHex + Hex + HexA, m/z 453 [M-H]- dHex + Pen + 250 
HexA, m/z 337 [M-H]- Hex + HexA e m/z 307 [M-H]- Pen + HexA, demonstrando, assim, que a cadeia 251 
de açúcar está presa na posição única da sapogenina, excluindo a possibilidade de saponinas 252 
bidesmosídicas. 253 

2.2.2 Saponinas de Z. brasiliensis 254 

2.2.2.1 Derivados da Wistariasapogenol A 255 

Os picos 1 e 2 apresentaram uma m/z 925,4814 e 779,4186, respectivamente, desta forma são 256 
isóbaros dos compostos 27 e 28. Contudo, apresentaram um padrão de fragmentação distinto que 257 
possibilitou propor a diferença entre estes compostos nas suas agliconas. Na tentativa de identificação 258 
dos compostos 1 e 2, a wistariasapogenol A, m/z 471 [Agli-H]-, foi proposta como aglicona com base na 259 
sua fragmentação, uma vez que o íon fragmento m/z 439 [Agli-H-CH4O]- é compatível com a perda de 260 
32 Da referente a saída do metanol, sugerindo assim, a oxigenação na metila C-30 e não em C-21, e 261 
uma cetona na posição C-22 semelhante a soyasapogenol E e um outro íon fragmento m/z 407 [Agli-H-262 
CH4O-CH4O]- que é atribuído perca do metanol na posição C-23. O composto 1 foi putativamente 263 
identificado como Wistariasaponina A, que já foi isolado em uma espécie da família Leguminosae[33], 264 
e o 2 tentativamente identificado como Pen-HexA-Wistariasapogenol A. Os íons produtos e a via de 265 
fragmentação proposta são mostrados na Figura 83 266 

 267 
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 288 

Figura 83. Via de fragmentação dos compostos 1 (m/z 925,4800) e 2 (m/z 779,4239) que possuem a 289 
Wistariasapogenol A (m/z 471) como aglicona, em ESI-MS/MS modo negativo. 290 

  291 
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2.2.2.2 Derivados da Kudzusapogenol A 292 

Os picos 3 e 4 apresentaram o íon fragmento m/z 489 [Agli-H]- referente a aglicona, que foi 293 
tentativamente identificada como a kudzusapogenol A, um triterpeno oleanânico penta-oxigenado, 294 
com oxigenações em C-21 e C-22 e a oxigenação em C-29 é sustentada pela perca de 32 Da (metanol) 295 
observado no íon fragmento m/z 457 [Agli-H-CH4O]-. O composto 3 foi putativamente identificado 296 
como Pen-HexA-Kudzusapogenol A e o composto 4 como Subproside II, uma saponina isolada em 297 
Saphora subprostrata (Leguminosae) [34]. O esquema com a via de fragmentação destes compostos é 298 
mostrado na Figura 84. 299 

 300 
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Figura 84. Via de fragmentação dos compostos 3 (m/z 797,4310) e 4 (m/z 943,4912) que possuem a 321 
Kudzusapogenol A (m/z 485) como aglicona, em ESI-MS/MS modo negativo. 322 

2.2.2.3 Derivados da Soyasapogenol A 323 

As soyasaponinas do grupo A são bidesmosídicas, com inserção das cadeias glicosídicas em C-3 e 324 
C-22, e podem ser divididas em acetiladas e não acetiladas [27]. Possuem como aglicona a 325 
soyasapogenol A, que difere estruturalmente da soyasapogenol B pela presença de um grupo 326 
hidroxilo em C-21 [46]. 327 

Cinco saponinas com soyasapogenol A (m/z 473) foram tentativamente identificadas. O composto 328 
5 foi identificado como soyasaponina A3 [34], descrito por Curl e colaboradores como um 329 
monodesmosídico da soyasapogenol A. O composto 8 identificado como Hex-HexA-Soyasapogenol 330 
A, já foi descrito porém, não nominado [36] e os compostos 6, 7 e 14 foram putativamente identificados 331 
como dHex-Pen-HexA-Soyasapogenol A, Pen-HexA-Soyasapogenol A e HexA-Soyasapogenol A, 332 
respectivamente. Todos os íons fragmentos desses compostos derivados da soyasapogenol A são 333 
mostrados na via de fragmentação na Figura 85. 334 

2.2.2.4 Derivados da Aglicona III 335 

Os picos 9 e 10 apresentaram o íon fragmento m/z 531 [Agli-H]- atribuído a sua aglicona, aqui 336 
proposto como uma nova sapogenina, a Aglicona III. Ainda foi possível observar os íons fragmentos 337 
m/z 489 e 457 atribuídos à perda neutra de um resíduo acetoxi (42 Da) e um metanol (32 Da) da 338 
aglicona. Os picos 9 e 10 foram tentativamente identificados como dHex-Pen-HexA-Aglicona II e Pen-339 
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HexA-Aglicona II, respectivamente. O esquema com a via de fragmentação contendo os íons produtos 340 
é proposto na Figura 86.  341 
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 360 

Figura 85. Via de fragmentação dos compostos 5 (m/z 957,5056), 8 (m/z 811,4459), 6 (m/z 927,4943), 7 361 
(m/z 781,4350) e 14 (m/z 649,3933), que possuem a Soysapogenol A (m/z 473) como aglicona, em ESI-362 
MS/MS modo negativo. 363 
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Figura 86. Via de fragmentação dos compostos 9 (m/z 985,4961) e 10 (m/z 839,4404) que possuem a 387 
Aglicona II (m/z 531) em ESI-MS/MS modo negativo.  388 
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2.2.2.5 Derivados da Aglicona II 389 

Quatro saponinas foram tentativamente identificadas tendo a Aglicona II (m/z 513). Estas 390 
saponinas foram observadas nos picos 11, 12, 13 e 15, que foram propostas como dHex-Hex-HexA-391 
Aglicona I, Hex-HexA-Aglicona I, dHex-Pen-HexA-Aglicona I e Pen-HexA-Aglicona I, 392 
respectivamente. A via de fragmentação contendo os íons produtos das saponinas propostas 393 
derivadas da Aglicona II é mostrada na Figura 87. 394 
 395 
 396 
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Figura 87. Via de fragmentação dos compostos 11 (m/z 997,5022), 12 (m/z 851,4412), 13 (m/z 967,4901) e 420 
15 (m/z 821,4303), que possuem a Aglicona II (m/z 513) como aglicona, em ESI-MS/MS modo negativo. 421 

2.2.2.6 Derivados da 22-O-acetato-Soyasapogenol B  422 

O pico 20 foi tentativamente identificado como Hex-HexA-22-O-acetato-Soyasapogenol B, uma 423 
saponina desconhecida. Apresentou o íon fragmento m/z 499 [Agli-H]- atribuído a 22-O-acetato-424 
Soyasapogenol B, além do íon fragmento m/z 457 da perda neutra do resíduo acetoxi (42 Da), na 425 
aglicona. A via de fragmentação com os íons produtos é proposta na Figura 88. 426 

2.2.2.7 Derivados da Aglicona I  427 

O íon fragmento m/z 515 [Agli-H] foi atribuído a Aglicona I, cinco compostos, 16, 17, 18, 19 e 22, 428 
foram observados contendo o íon fragmento m/z 473 [Agli-H-C2H2O]- compatível com a perda neutra 429 
de 42 Da, relativo ao grupo acetoxi presente na aglicona m/z 515 [Agli-H]-. Estes compostos foram 430 
tentativamente identificados como dHex-Hex-HexA-Aglicona I, dHex-Pen-HexA-Aglicona I, Hex-431 
HexA-Aglicona I, Pen-HexA-Aglicona I e HexA-Aglicona I, respectivamente. Os íons produtos dos 432 
compostos derivados da 21-acetoxi-soyasapogenol A estão demonstrados na Figura 89. 433 
  434 
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Figura 88. Via de fragmentação do composto 20 (m/z 837,4603) que possui 22-O-acetato-Soyasapogenol 455 
B (m/z 499) como aglicona, em ESI-MS/MS modo negativo. 456 
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 478 

Figura 89. Via de fragmentação dos compostos 16 (m/z 999,5135), 18 (m/z 853,4559), 17 (m/z 969,5074), 479 
19 (m/z 823,4463) e 22 (m/z 691,4042), que possuem a Aglicona I (m/z 515) como aglicona, em ESI-480 
MS/MS modo negativo.  481 
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2.2.2.8 Derivados da Soyasapogenol E 482 

As soyasaponinas do grupo E são as mais restritas entre as soyasaponinas A, B e E, pois são 483 
consideradas produtos de foto-oxidação de soyasopaninas do grupo B. A cadeia glicosídica na posição 484 
C-3 é a mesma para os grupos A, B e E [38].  485 

Os picos 21, 31, 32, 33 e 35 apresentaram o mesmo padrão de fragmentação proposto 486 
anteriormente para os derivados da Olean-12-eno-3β,24-diol, contudo o íon fragmento atribuído a 487 
aglicona, m/z 455 [Agli-H]-, foi proposto como sendo a soysapogenol E. O composto 21 foi 488 
tentativamente identificado como Soysaponina Be [38], bem como o 31, 32 e 33 como Soysaponina Be’, 489 
Soysaponina Bg e Soysaponina Bg’, respectivamente [46]. O composto 35 foi tentativamente 490 
identificado como HexA-Soyasapogenol E. A via de fragmentação dos derivados da Soyasapogenol E 491 
é proposta na Figura 90. 492 
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Figura 90. Via de fragmentação dos compostos 21 (m/z 939,4935), 31 (m/z 793,4348), 32 (m/z 909,4843), 515 
33 (m/z 763,4286) e 35 (m/z 631,3856), que possuem a Soysapogenol E (m/z 455) como aglicona, em ESI-516 
MS/MS modo negativo. 517 

2.2.2.9 Derivados da Soyasapogenol B 518 

As soysaponinas do grupo B possuem apenas uma cadeia glicosídica na posição C-3. São 519 
comumente divididas em dois grupos, as que possuem uma conjugação no C-22 com 2,3-dihydro-2,5-520 
dihydroxy-6-methyl-4-pyrone (DDMP), sendo este grupo mais abundante na soja, e outro grupo 521 
denominado de não conjugado ao DDMP [22]. 522 

Nesse trabalho foi possível observar os picos 23, 24, 25, 26 e 29 possuindo o íon fragmento m/z 457 523 
[Agli-H]- atribuído a soyasapogenol B. O compostos 25 foi identificado por RMN como Soyasaponina 524 
II [30-32]. Os compostos 23, 24, 26 e 29 puderam ser tentativamente identificados como soyasaponina 525 
I, soyasaponina III (ou soysaponina Bb’), soysaponina IV (ou soyasaponina Bc’) e soysapogenol B 526 
monoglucuronídeo, respectivamente [28,31,32,46]. A via de fragmentação dos compostos derivados da 527 
Soyasapogenol B com seus íons fragmentos é demonstrada na Figura 91. 528 

 529 
  530 
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Figura 91. Via de fragmentação dos compostos 23 (m/z 941,5123), 24 (m/z 795,4520), 25 (m/z 551 
911,5006), 26 (m/z 765,4418) e 29 (m/z 633,3998), que possuem a Soysapogenol B (m/z 457) 552 
como aglicona, em ESI-MS/MS modo negativo. 553 

2.2.2.9 Derivados do Olean-12-eno-3β,24-diol 554 

O pico 27 apresentou um íon precursor em m/z 925,5168 [M-H]- e sua fragmentação, os seguintes 555 
íons m/z 907 [M-H-H2O]-, m/z 863 [M-H-H2O-CO2]-, m/z 779 [M-H-dHex]-, m/z 717 [M-H-H2O-CO2-556 
dHex]-, m/z 599 [M-H-dHex-Hex]-, m/z 537 [M-H-H2O-CO2-dHex Hex]-, m/z 483 [M-H-Agli]-, m/z 441 557 
[M-H-dHex-Hex-HexA]- e m/z 439 [M-H-dHex-Hex-HexA]-. Desta forma, foi observado o resíduo do 558 
ácido urônico gerando perda de 158 e/ou 160 Da (Figura 93). Os picos 28, 30 e 34 foram tentativamente 559 
identificados como sendo Hex-HexA-Olean-12-eno-3β,24-diol, dHex-Pen-HexA-Olean-12-eno-3β,24-560 
diol e Pen-HexA-Olean-12-eno-3β,24-diol, respectivamente. A via de fragmentação dos derivados 561 
dessas saponinas é proposta na Figura 92. 562 

Considerando que o isolamento, purificação e elucidação de saponinas triterpênicas são difíceis e 563 
demoradas devido à alta polaridade e similaridade estrutural [23], o presente trabalho possibilitou, 564 
pela primeira vez, a obtenção e a análise química de uma fração rica em saponinas de Z. brasiliensis. 565 
Nesse estudo, 35 saponinas triterpênicas foram tentativamente identificadas por CLAE-ESI-EM/EM, 566 
sugerindo uma série homóloga. Além disso, as saponinas têm uma diversificação de aplicações como 567 
biológicas e farmacêuticas, por exemplo, propriedades imunoestimulantes, hipocolesterolêmicas e 568 
anticarcinogênicas, além de aplicações nas indústrias de alimentos, agricultura e cosméticos. Esse fato 569 
levou à extração e identificação de saponinas em inúmeras espécies [47] devido à sua relevância. Este 570 
é o primeiro relato da ocorrência de saponinas no gênero Zornia, colocando a espécie Z. brasiliensis na 571 
lista das espécies bioprodutoras dessa importante classe de metabólitos secundários que são as 572 
saponinas. 573 
  574 



173 
 

 

 575 
 576 
 577 
 578 
 579 
 580 
 581 
 582 
 583 
 584 
 585 
 586 
 587 
 588 
 589 
 590 
 591 
 592 
 593 

Figura 92. Via de fragmentação dos compostos 28 (m/z 779,4562), 30 (m/z 895,5043) e 34 (m/z 749,4485) 594 
que possuem a Olean-12-eno-3β,24-diol (m/z 441 ou 439) como aglicona, em ESI-MS/MS modo 595 
negativo. 596 
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Figura 93. Via de fragmentação proposta para o composto 27 em ESI-MS/MS modo negativo. Via que 622 
se estende de maneira semelhante aos compostos 28, 30 e 34, gerando os íons fragmentos m/z 441 e m/z 623 
439 atribuídos a aglicona Olean-12-eno-3β,24-diol.  624 
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3. Materiais e Métodos 625 

3.1 Reagentes e Materiais 626 

As análises de RMN foram realizadas em espectrômetro VARIAN-NMR-SYSTEM 500 MHz, 627 
operando a 500 MHz para RMN 1H e 125 MHz para RMN 13C e BRUKER ASCEND 400, operando a 628 
400 MHz para RMN 1H e 100 MHz para RMN 13C, e as amostras foram preparadas em dimetilsufóxido 629 
deuterado (DMSO-d6) (Cambridge Isotope Laboratories) contendo TMS como padrão interno. Para 630 
obtenção do extrato bruto e fracionamento cromatográfico foram utilizados: etanol, hexano, 631 
diclorometano, acetato de etila, metanol e n-butanol (TEDIA). Para as análises em CLAE foram 632 
utilizados como fase móvel: metanol com grau CLAE (TEDIA), água ultrapura obtida por sistema de 633 
purificação Milli-Q (Millipore) e ácido fórmico (QHEMIS). Para obtenção dos espectros de massas por 634 
injeção direta foi utilizado para o ESIMS (baixa resolução) um espectrômetro Ion Trap-amaZonX 635 
(Bruker) e para o HRESIMS (alta resolução) um micrOTOF II (Bruker) operando com voltagem do 636 
capilar 3,5 kV, ESI no modo negativo, offset da placa final 500 V, nebulizador 8,0 psi, gás seco (N2) 637 
com fluxo de 5,0 L/h e temperatura de 200 °C. Os espectros (m/z 50-1000) foram registados a cada 2,0 s. 638 
A fragmentação de CID foi conseguida no modo auto MS/MS utilizando o modo de resolução 639 
avançada para o modo EM e EM/EM. 640 

3.2 Material botânico 641 

As partes aéreas de Zornia brasiliensis Vogel (Leguminosae) foram coletadas no município de 642 
Serra Branca (07° 29'46 "S e 36° 44'36" W, altitude: atingindo 712 m de altitude), estado da Paraíba (PB), 643 
Brasil, em março de 2016. Collection authorization: N. 53894-1, granted by the Instituto Chico Mendes 644 
de Conservação da Biodiversidade (ICMBio) through the Sistema de Autorização e Informação em 645 
Biodiversidade (SISBIO). Com cadastro de acesso no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 646 
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob número: ADD107E. A espécie foi 647 
devidamente identificada pelo botânico Dr. José Iranildo Miranda de Melo, da Universidade Estadual 648 
da Paraíba (UEPB). Uma exsicata foi depositada no Herbário Arruda Câmara (ACAM), Campus I da 649 
Universidade Estadual da Paraíba, sob o código 1862. 650 

3.3 Extração e isolamento de constituintes de Z. brasiliensis 651 

As partes áreas secas e pulverizadas de Z. brasiliensis (5 kg) foram submetidas a extração para 652 
obtenção extrato etanólico bruto (CEE) e das frações hexânica, diclorometano, acetato de etila, acetato 653 
de etila-metanol (90:10, v/v) e acetato de etila-metanol (50:50, v/v) [21]. 654 

Uma alíquota de 20 g da fração acetato de etila-metanol 50% foi dissolvida em 300 mL de água 655 
destilada. Em seguida foi particionada com n-butanol (300 mL) por três vezes. A solução extrativa da 656 
fase n-butanólica foi então concentrada em evaporador rotativo sob pressão reduzida a uma 657 
temperatura de 50° C. Após obtenção do material concentrado, foi redissolvido em metanol-acetato de 658 
etila (1:5, v/v) e as saponinas precipitadas por adição de metanol. Este material foi decantando por 72 659 
horas a temperatura ambiente. O precipitado foi então ressuspenso em metanol (200 mL) e 660 
concentrado em evaporador rotativo sob pressão reduzida a 40° C. Desta forma foi obtida uma fração 661 
rica em saponinas (1,1 g) [48]. 662 

3.4 Condições do CLAE-DAD 663 

CLAE analítico (Prominence-Shimadzu) equipado com uma bomba: LC-20AT, um auto-injetor: 664 
SIL-20A HT, um forno: CTO – 20A, detector: SPDM-20A e uma unidade controlador: CBM-20A. A 665 
coluna utilizada foi Phenomenex Gemini® C18 (250.0 mm x 4.6 mm d.i. preenchido com partículas 5.0 666 
µm), com pré-coluna SecurityGuard Gemini® C18 (4.0 mm x 3.0 mm d.i. preenchido com partículas 5.0 667 
µm). Método desenvolvido utilizou água (0,1% ácido fórmico) (A) e metanol (B). O gradiente utilizado 668 
foi: 70.0% de B (0,01 min) até 80.0% de B (50,0 min), retornando para 70.0% de B (65,0 min) e 669 
permanecendo com 70.0% de B até 80,0 min, com fluxo da fase móvel: 0,6 mL/min, com volume de 670 
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injeção de 20.0 µL e detecção de 205 nm. As amostras foram filtradas em membranas de nylon de 0.45 671 
µm (TEDIA). 672 

As análises cromatográficas preparativas foram realizadas utilizando um sistema de CLAE 673 
(Shimadzu) equipado com módulo de bombeamento de solvente binário LC-6AD, injetor Rheodyne, 674 
detector SPD-M10A diode array e SCL-10A. A coluna utilizada foi ACE C18 (250,0 mm x 21,2 mm e 675 
5,0 μm de tamanho de partícula). O método utilizado foi semelhante ao descrito anteriormente para as 676 
corridas analíticas. De tal modo que o volume de injeção na escala preparativa foi de 100.0 µL, fluxo: 677 
8,0 ml/min e detecção 205 nm. As amostras foram filtradas em membranas de nylon de 0,45 µm 678 
(TEDIA). 679 

3.5 Condições do CLAE-IES-EM/EM 680 

Foi utilizado um CLAE da Shimadzu (Prominence) equipado com módulo de bombeamento de 681 
solvente binário LC-20AT, autoinjetor SIL-20A, um sistema de degaseificação DGU-20A, detector 682 
SPD-M20A diode array e CBM-20A. A coluna utilizada foi Phenomenex Gemini® C18 (250.0 mm x 4.6 683 
mm d.i. preenchido com partículas 5.0 µm), com pré-coluna SecurityGuard Gemini® C18 (4,0 mm x 3,0 684 
mm d.i. preenchido com partículas 5,0 µm). O método cromatográfico utilizado foi o mesmo 685 
desenvolvido para análise CLAE analítica, descrito anteriormente. As amostras foram filtradas em 686 
membranas de nylon de 0,45 µm (TEDIA). Este CLAE foi acoplado ao espectrômetro de massas de 687 
baixa resolução da marca Bruker, modelo Ion Trap-amaZonX utilizando a técnica de Ionização por 688 
Eletrospray. Os parâmetros de análise do Ion-Trap foram: capilar 4,5 kV, IES no modo íon negativo, 689 
offset da placa final 500 V, nebulizador 35,0 psi, gás seco (N2) com fluxo de 8,0 L/h e temperatura de 690 
300 °C. A fragmentação de CID foi conseguida no modo auto MS/MS utilizando o modo de resolução 691 
avançada para o modo MS e MS/MS. Os espectros (m/z 200-1200) foram registados a cada 2,0 s. 692 

Para as análises de HPLC-IES-MS de alta resolução, utilizou-se um CLAE idêntico ao descrito 693 
anteriormente, com a mesma coluna e as mesmas condições cromatográficas, acoplado espectrômetro 694 
de massas de alta resolução da marca Bruker, modelo micrOTOF II utilizando a técnica de Ionização 695 
por Eletrospray. Os parâmetros de análise do micrOTOF II foram: capilar 4,0 kV, IES no modo íon 696 
negativo, offset da placa final 500 V, nebulizador 35,0 psi, gás seco (N2) com fluxo de 8,0 L/h e 697 
temperatura de 300 ºC. Os espectros (m/z 50-1000) foram registados a cada 2,0 s. 698 

Material Suplementar: Dados suplementares (Figuras S63 – 98) associados a este artigo, incluindo dados 699 
espectrais EM de alta resolução, EM/EM, RMN 1D e 2D podem ser encontrados na versão online. 700 
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Tabela 7. Dados comparativos de RMN 
13

C e 
1
H de 25 em DMSO-d6 (100 e 500 MHz, 

respectivamente) com o da sapogenina da Soyasaponina II em Piridina-d5 (100 e 300 MHz) 

[30] e DMSO-d6 (100 e 400 MHz) [31]. 

 

 

 

  

HSQC HMBC [30] [31] 

C C H 
2
JCH 

3
JCH C H C H 

4 43,3 - - - 44,1 - - - 

8 41,8 - - - 40,0 - - - 

10 36,0 - - - 36,6 -  - 

13 144,3 - - - 145,3 - 144,1  

14 43,3 - - - 42,5 - - - 

17 37,0 - - - 38,1 - - - 

20 30,3 - - - 31,0 - - - 

CH         

3 90,0 3,12 (m) - - 91,4 - 89,1 - 

5 55,5 nd - - 56,3 - - - 

9 46,9 1,47 (m) 
C-8/C-10/ 

C-11 
C-1/Me-25/ Me-26 48,0 - - - 

12 121,7 5,16 (sl) - C-9/C-18 122,8 - 121,8 - 

18 44,7 nd - - 45,4 -   

22 74,2 3,23 (sl) - - 75,8 - 74,0 - 

CH2         

1 38,4 1,52 (m); 0,89 (m) C-10 C-9 38,8 - - - 

2 25,4 
1,65 (d, J = 9,5 Hz); 

0,92 (m) 
- - 26,5 - - - 

6 18,1 1,52 (m); 1,30 (m) C-7 C-10 18,6 - - - 

7 32,7 1,44 (m); 1,28 (m) C-8 Me-26 33,4 - - - 

11 23,3 1,28 (m) - - 24,1 - - - 

15 25,6 1,99 (m); 0,91 (m) - - 26,8    

16 28,0 1,33 (m); 0,95 (m) C-17 C-22 28,7 - - - 

19 46,1 1,67 (m); 0,88 (m) C-18 Me29/ Me-30 46,9 - - - 

21 41,2 1,30 (m) C-20 C-17/C-30 42,4 -  - 

24 61,6 
3,80 (d, J = 11 Hz); 3,04 

(m) 
- C-3/C-23 64,0 - 62,1 - 

CH3        - 

23 22,3 1,08 (s) C-4 C-3/C-5/ C-24 23,0 - - - 

25 15,3 0,79 (s) C-10 C-1/C-5 15,9 - - - 

26 16,7 0,88 (s) C-8 C-7 17,0 - - - 

27 25,0 1,04 (s) - C-8 25,8 - - - 

28 20,4 0,74 (s) C-17 C16/C18/C-22 28,7 - - - 

29 32,7 0,96 (s) C-20 C-19/C-21 33,4 - - - 

30 28,4 0,96 (s) C-20 C-19/C-21 21,2 - - - 
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Tabela 8. Dados comparativos de RMN 
13

C e 
1
H de 25 em DMSO-d6 (100 e 500 MHz, 

respectivamente) com os açúcares da Soyasaponina II em Piridina-d5 (100 e 300 MHz) [30] e 

DMSO-d6 (100 e 400 MHz) [31]. 

 

 

HSQC HMBC [30] [31] 

C C H 
2
JCH 

3
JCH C H C H 

1’ 103,9 4,13 (d, J = 6,0 Hz) - C-3 105,8 - 104,0 
4,22 (d, J = 7,3 

Hz) 

2’ 77,2 3,33 (m) C-1’ C-1” 78,2 - 76,4 - 

3’ 77,1 3,30 (m) - - 76,7 - 75,0 - 

4’ 73,8 3,17 (m) - - 74,6 - 73,5 - 

5’ 76,4 3,12 (m) - - 77,2 - 75,2 - 

6’ 172,8 -  - 171,0 - 170,5 - 

1’’ 100,7 4,68 (d, J = 7,0 Hz) - - 102,2 - 100,2 
4,68 (d, J = 6,3 

Hz) 

2’’ 77,6 3,16 (m) - C-1”’ 77,9  75,7 - 

3’’ 70,7 3,49 (m) - - 76,0 - 70,5 - 

4’’ 69,5 3,23 (m) -  70,8  68,7 - 

5’’ 65,4 

3,60 (dd, J = 4,5 e 11,0 

Hz) e 2,92 (t, J = 11,0 

Hz) 

- - 67,2 - 65,4 - 

1’’’ 100,3 4,97 (sl) C-2’” C-2”’/C-5”’ 102,8 - 100,3 4,93 (sl) 

2’’’ 70,7 3,65 (sl) - - 72,6 - 70,7  

3’’’ 72,5 3,05 (m) - - 73,0 - 72,0 - 

4’’’ 72,6 3,13 (m) - - 74,0 - 72,3 - 

5’’’ 68,1 3,51(m) - - 69,6 - 68,2 - 

6’’’ 17,9 1,06 (d) C-5”’ C-4”’ 19,0 -) 17,9 - 
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Figura 94. Espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, DMSO-d6) de 25. 
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Figura 95. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 96. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 97. Expansão do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 98. Espectro de RMN de 
13

C (BB, 100 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 99. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (BB, 100 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 100. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (BB, 100 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 101. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (BB, 100 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 102. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (BB, 100 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 103. Espectro de RMN de 
13

C (DEPT-135, 100 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 104. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (DEPT-135, 100 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 105. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (DEPT-135, 100 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 106. Expansão do espectro de RMN de 
13

C (DEPT-135, 100 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 107. Espectro de
 
RMN - 

 
COSY 

1
H-

1
H (500 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 108. Expansão do espectro de
 
RMN - 

 
COSY 

1
H-

1
H (500 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 109. Expansão do espectro de
 
RMN - 

 
COSY 

1
H-

1
H (500 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 110. Expansão do espectro de
 
RMN - 

 
COSY 

1
H-

1
H (500 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 111. Espectro de
 
RMN - HSQC (500 x 100 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 112. Expansão do espectro de
 
RMN - HSQC (500 x 100 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 113. Expansão do espectro de
 
RMN - HSQC (500 x 100 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 114. Espectro de
 
RMN - HMBC (500 x 125 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 115. Expansão do espectro RMN - HMBC (500 x 125 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 116. Expansão do espectro de RMN - HMBC (500 x 125 MHz, DMSO-d6) de 25.  



206 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 117. Expansão do espectro de
 
RMN - HMBC (500 x 125 MHz, DMSO-d6) de 25.  
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Figura 118. Espectro de
 
HR-IES-EM de 25.  
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Figura 119. Espectro de IES-EM/EM no modo negativo com as fragmentações do íon m/z 911,4973, referente à ionização da saponina 25. 
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Figura 120. O espectro de IES-EM/EM do composto 1 e 2. 
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Figura 121. O espectro de IES-EM/EM do composto 3 e 4. 
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Figura 122. O espectro de IES-EM/EM do composto 5, 7, 8 e 14. 

  

  



212 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 123. O espectro de IES-EM/EM do composto 9 e 10. 
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Figura 124. O espectro de IES-EM/EM do composto 11, 12, 13 e 15. 
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Figura 125. O espectro de IES-EM/EM do composto 16, 18, 19 e 22. 
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Figura 126. O espectro de IES-EM/EM do composto 20. 
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Figura 127. O espectro de IES-EM/EM do composto 21, 31, 32, 33 e 35. 
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Figura 128. O espectro de IES-EM/EM do composto 24, 26, e 29. 
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Figura 129. O espectro de IES-EM/EM do composto 27, 28, 30 e 34. 
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6 CONCLUSÕES 

 

O estudo fitoquímico de Zornia brasiliensis possibilitou o isolamento de nove 

compostos fenólicos, com exceção da isovitexina e da 7,4’-dimetoxisoflavona, todos 

são descritos pela primeira vez no gênero Zornia. Entre estes, o destaque é o 

zorniosídeo, uma diidrochalcona C-glicosilada, sendo este o primeiro relato na 

literatura desse composto químico e que teve sua atividade citotóxica demonstrada 

através da linhagem de células tumorais leucêmicas promielocítica (HL-60). 

Além disso, ainda foi possível isolar uma saponina conhecida como 

soyasaponina II, fato relevante que coloca o gênero Zornia no reduzido grupo de 

plantas bioprodutoras de saponinas. Com base nesse achado foi desenvolvida uma 

metodologia por CLAE-IES-EM/EM para uma rápida caracterização de saponinas 

presentes em uma fração obtida a partir de uma metodologia específica de extração 

de saponinas em Zornia brasiliensis que a partir da desreplicação e/ou análises 

estrutural foram propostas 35 saponinas triterpênincas oleanânicas.  

Por fim, esse trabalho contribuiu com o conhecimento químico e 

farmacológico desta espécie, pois corroborou com bioprodução de compostos 

fenólicos por Zornia através do estudo fitoquímico de Zornia brasiliensis, mostrou o 

potencial citotóxico do zorniosídeo e é o primeiro relato de saponinas em Zornia, que 

é uma classe de metabólitos secundários com relevante importância biológica, 

farmacêutica, na indústria cosmética e agricultura. 

Os resultados desse estudo renderam a publicação de dois artigos em 

periódicos indexados e com fator de impacto relevante para área de Farmácia, foram 

estes: o artigo intitulado “Zornioside, a dihydrochalcone C-glycoside, and other 

compounds from Zornia brasiliensis” publicado na Revista Brasileira de 

Farmacognosia (APÊNDICE A) e artigo “Rapid Characterization of Triterpene 

Saponins from Zornia brasiliensis by HPLC-ESI-MS/MS” publicado na Molecules 

(APÊNDICE B). 
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d Programa de Pós-graduaç ão em Ecologia e Conservaç ão, Departamento de Biologia, Centro de Ciências Biológicas e da Saúde, Universidade Estadual da Paraíba, Campina Grande, 

PB, Brazil 
e Laboratório de Fisiologia Animal e Molecular Aplicada, Departamento de Morfologia e Fisiologia Animaol, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE, Brazil 

 

 

A R T I C L E I N F O A B S T R A C T 
 
Article history: 

Received 30 October 2017 

Accepted 9 February 2018 

Available online 15 March 
2018 

 
Keywords: 

Phenolic 

compounds 

Dihydrochalcone 

Pterocarpan 

Isoflavonoid 

Glycosylated megastigmane 

Cytotoxic activity 

 
 

The secondary metabolites of the aerial parts of Zornia brasiliensis Vogel, Fabaceae, and the biologi- cal 

activity of one of these secondary metabolites were characterized in this study. A phytochemical 

investigation was performed using chromatographic techniques including analytical and prepara- tive 

reverse-phase HPLC column sequences, which resulted in the isolation of fourteen compounds:  one 

previously undescribed C-glycosylated dihydrochalcone (zornioside), one cyclitol (D-pinitol), one 

glycosylated megastigmane (roseoside) and eleven phenolic compounds: 7-methoxyflavanone, 7,4∗-

dimethoxyisoflavone, medicarpin, 2∗-4∗-dihydroxychalcone, onionin, isoorientin-3∗-O-methyl ether, 

isovitexin, glycosylated (Z)-O-coumaric acid, glycosylated (E)-O-coumaric acid, dihydromelilotoside, and 

isoorientin. The structures of the isolated compounds were determined based on 1D and 2D-NMR, HRES- 

IMS, IR and CD spectroscopic analyses. The cytotoxic activity of zornoside was assessed against tumor 

cell lines (MCF-7, HCC1954, T-47D, 4T1, HL60), and a non-tumor cell line (RAW264.7) using MTT assay. 

The compound zornioside was selectively cytotoxic for HL60 leukemia cells (IC 50: 37.26 µM). 

© 2018 Sociedade Brasileira de Farmacognosia. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an open access 

article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/). 
 

 

 

Introduction 

 
The genus Zornia, Fabaceae, has about eighty species distributed in 

the world (Sciamarelli and Tozzi, 1996), 36 species are in the 

Brazilian territory, among which, fifteen species are endemic 

(Perez, 2009). Some specimens of Zornia have already been stud- 

ied for their pharmacological activity: relaxing on smooth muscle, 

cytotoxic activity, anticonvulsant activity, antioxidant potential, 

anti-inflammatory and antibacterial and antitumor (Rojas et al., 

1999; Brahmachari et al., 2009; Arunkumar et al., 2012; Belcavello 

et al., 2012; Greetha et al., 2012; Arunkumar et al., 2014). Previ- 

ous phytochemical studies of the genus Zornia demonstrated the 

presence of several isoflavones (Ren et al., 2012; Leuner et al., 2013). 

The species Zornia brasiliensis Vogel is commonly known as 

“urinária”, “urinana” and “carrapicho” in Brazil, and it is typi- 
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cally used as a diuretic and for the treatment of venereal diseases 

(Agra et al., 2007). Z. brasiliensis is distributed in the North, North- 

east, Midwest, and Southeastern regions from Brazil associated to 

the Amazonian, Caatinga, Cerrado, and Atlantic Rain Forest phy- 

togeographical domains (BFG, 2015), but mainly in the Brazilian 

Northeast (Mohlenbrock, 1961), and Venezuela (Missouri Botani- 

cal Garden, 2017). Three flavones have been isolated from the aerial 

parts of this species, and one of these, 7-methoxyflavone, demon- 

strated antinociceptive effects (Silva et al., 2013). A previous study 

of Z. brasiliensis revealed the chemical composition and antitumor 

activity of the essential oil of its leaves (Costa et al., 2015). In this 

article, we report the results of the phytochemical study of the 

crude ethanolic extract of Z. brasiliensis. Fourteen compounds were 

isolated and identified, all reported for the first time in this species. 

Among these compounds, a dihydrochalcone, zornioside (1), was 

isolated and identified for the first time. The other known com- 

pounds were identified by comparing their spectroscopic data with 

data reported in the literature. 
 

https://doi.org/10.1016/j.bjp.2018.02.003 0102-695X/© 2018 Sociedade Brasileira de Farmacognosia. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND 
license (http:// creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/). 

 

 

 

 

 

https://doi.org/10.1016/j.bjp.2018.02.003
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark0
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark0
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark1
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark2
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark0
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark3
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark0
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark0
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark4
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark4
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark0
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark0
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark0
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark39
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark33
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark38
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark36
mailto:josean@ltf.ufpb.br
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark12
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark19
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark24
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark25
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark38
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark38
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark38
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark26
https://doi.org/10.1016/j.bjp.2018.02.003
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://www.elsevier.com/locate/bjp


239 
 

 

 

Materials and methods 

 
General experimental procedures 

 
For semi-preparative HPLC, a SHIMADZU 10AVP Series sys- 

tem was used with a SPD-M10AVP detector, two LC-6AD 

pumps and a Rheodyne injector with a SCL-10A VP interface. 

A Shi- madzu Shim-Pack C18 (250 mm 10 mm and 5 µm 

particle size) column was used. Analytical chromatographic 

analyses were per- formed using a Shimadzu Prominence HPLC 

system equipped with a LC-20AT binary solvent pump, an SIL-

20A autoinjector, a DGU- 20A degassing system, a SPD-M20A 

diode array detector and a CBM-20A system controller. The 

column used was a Phenomenex Gemini® C18 (250 mm × 4.6 

mm ID filled with 5-µm particles) with a SecurityGuard 

Gemini® C18 (4 mm 3.0 mm ID filled with 5- 

µm particles) pre-column. Preparative chromatographic 
analyses were performed using a Shimadzu HPLC system 
equipped with a LC-6AD binary solvent pump, a Rheodyne 
injector, a SPD-M10A diode array detector and a SCL-10A 
system controller. The column used was an ACE C18 (250 mm 
21.2 mm and 5 µm particle size). The organic solvents used 
were acetonitrile and methanol, both HPLC grade (TEDIA® , 
Brazil), and ultrapure water obtained with a Milli-Q purification 
system (Millipore® ). The NMR analyses were performed on a 
500 MHz Varian NMR spectrometer operating at 500 MHz for 
1H NMR and 125 MHz for 13C NMR, on a 200 MHz Var- ian 

Mercury NMR spectrometer operating at 200 MHz for 1H NMR 

and 50 MHz for 13C NMR and on a Bruker Ascend 400 

spectrome- ter operating at 400 MHz for 1H NMR and 100 MHz 

for 13C NMR. Deuterated chloroform (CDCl3), deuterated 
acetone (CD3COCD3), deuterated methanol (CD3OD) and 
deuterated dimethyl sulfoxide (DMSO-d6) (all from Cambridge 
Isotope Laboratories) containing TMS as an internal standard 
were used. 

To obtain mass spectra, low and high resolution Bruker mass 

spectrometers, model Ion Trap-amaZonX and model micrOTOF 

II, respectively, were used in electrospray ionization positive 

(ESI+) or negative (ESI−) modes. Samples were diluted in a 

water:acetonitrile or water:methanol solution (Milli-Q 

Millipore® /Tedia® , Brazil). For CD assays, a Jasco J-815 UV-

Visible absorbance spectropolarimeter was used. Infrared 

analyses were obtained in the 4000–400 cm−1 region using a 

Shimadzu IRPrestige-21 spectrophotometer with 1 mg of 

sample in potassium bromide (KBr) tablets and frequency 

measured in cm−1. 

 
Plant material 

The plant material of Zornia brasiliensis Vogel, Fabaceae (aerial process were 
concentrated in rotary evaporator, obtaining the espective fractions (Silva et 
al., 2013). 
The dichloromethane fraction (10 g) was subjected to col- umn 

chromatography (CC) using silica gel (ART 7734, MERCK, 0.060–

0.200 mm and 70–230 mesh ASTM) as the stationary phase and 

hexane, ethyl acetate and methanol, either pure or in binary 

mixtures, as eluents in increasing order of polarity (collected a total of 

thirty fractions with 100 ml each). Fr 13 (hexane:ethyl acetate: 9:1, 

v/v) was subjected to preparative HPLC using an isocratic sys- tem of 

water and acetonitrile (55:45), thus obtaining substance 2 (RT 45 min, 

30 mg). Fr 25 and 26 (hexane:ethyl acetate: 8:2, v/v) were pooled and 

subjected to preparative HPLC under the same conditions, obtaining 

substance 3 (RT 36.6 min, 35 mg). 

The ethyl acetate fraction (10 g) was subjected to CC under 

conditions analogous to those described previously for the 

dichloromethane fraction (collected a total of fifty fractions with 100 

ml each). Fractions 25–29 (hexane:ethyl acetate: 8.5:1.5, v/v) were 

subjected to CC using the same conditions indicated for the 

dichloromethane fraction, yielding 59 fractions of 50 ml each, and 

fractions 11–16 (hexane:ethyl acetate: 95:5, v/v) were pooled on a 

preparative plate and eluted in a hexane-ethyl acetate (80:20, v/v) 

system five times. The presence of three stains with different 

retention factors was observed under ultraviolet light. The stain with 

the highest retention factor was separated from the other stains and 

filtered in an ethyl acetate–methanol (80:20, v/v) sys- tem using a 

porous funnel. The fraction obtained from the filtration was subjected 

to semi-preparative HPLC using an isocratic system of water and 

acetonitrile (38:62, v/v), thus obtaining substances 4 (RT 17.3 min, 31 

mg) and 5 (RT 22.6 min, 27 mg). 

An aliquot of the ethyl acetate–methanol (9:1, v/v) fraction (3 g) was 

subjected to CC using Sephadex® LH-20 (GE Healthcare) as 

stationary phase and pure methanol as a mobile phase (yielding 29 

fractions). Fractions 9–16 were subjected to a new CC using 

Sephadex® LH-20 (GE Healthcare) and methanol as the mobile 

phase. Thus, 9 were obtained, while fractions Fr 2–7 were submitted to a 

third CC under the same conditions previously described. From this 

column, 19 fractions were obtained, and fraction 8 generated 

substance 6 (21.0 mg). 

An aliquot of the ethyl acetate–methanol fraction (1:1, v/v) (10 g) 

was subjected to CC under conditions similar to those described 

previously for the dichloromethane fraction (collected a total of 21 

fractions with 250 ml each). Fractions 8–9 were sub- jected to 

preparative HPLC using an isocratic system consisting of water (0.1% 

and formic acid) and methanol (65:35, v/v) to obtain substances 1 (RT 

31.6 min, 22.8 mg), 7 (RT 57.1 min, 33.8 mg), 8 (RT 51 min, 17.3 mg), 9 (RT 

13.8 min, 16 mg), 10 (RT 28.5 min, 12.6 mg), 
11 (RT 21.8 min, 13.7 mg) and 12 (RT 20.6 min, 19.1 mg). The fraction 

parts) was collected in the municipality of Serra Branca (07 29 

46 S and 36◦44∗36∗∗W, altitude: reaching 712 m elevation), Paraíba 
state, Brazil, in March 2016. Collection authorization: N. 53894-1, 
granted by the Instituto Chico Mendes de Conservaç ão da 
Biodiversidade through the Sistema de Autorizaç ão e Informaç 
ão em Biodiversi- dade. This material was identified by the 
botanist Dr. José Iranildo Miranda de Melo from the 
Universidade Estadual da Paraíba. An exsiccata is deposited at 
the Herbarium Arruda Câmara, Campus I of the, Universidade 
Estadual da Paraíba, under code 1862. 

 
Extraction and isolation 

 
The aerial parts of Z. brasiliensis (5 kg) were extracted by macer- 
ation with 95% ethanol at room temperature to obtain the 
crude ethanol extract (CEE). An aliquot of the CCE was 
subjected to a liquid vacuum chromatography with silica 
deactivated using as eluent the solvents: hexane, 
dichloromethane, ethyl acetate, ethyl acetate–methanol (9:1, 
v/v) and ethyl acetate–methanol (1:1, v/v). After fractionation, 

the extractive solutions resulting from this14 was subjected to CC 
using Sephadex® LH-20 (GE Healthcare) and pure metanol(yielding 
twenty fractions) the fraction 12 obtained from this column resulted in 
substance 13 (18.5 mg), and the frac- tion 20 resulted in substance 14 

(16 mg). (3S)-1-{2∗,4∗-dihydroxy-3∗-[(2∗∗R,3∗∗S,4∗∗S,5∗∗R,6∗∗S)-3∗∗,4∗∗,5∗∗-

trihydroxy-6∗∗-(hydroxymethyl)oxan-2∗∗-yl]phenyl -3-hydroxy-3-

phenylpropan-1-one (1): yellow oil; IRmax 1613, 3434 cm−1; 1H and 13C 
NMR data (500 MHz and 125 MHz, respectively, in DMSO-d6), see 

Table 1; HRESIMS m/z 421.1508 [M+H]+ (calcd. for C21H25O9, 
421.1493). 

 
Electronic circular dichroism (ECD) calculation 

 
All geometric optimizations and conformational searches were 

performed using Spartan’16 for Windows (Wavefunction, 

Irvine, CA, USA). The geometry of the chemical structure of the 

compound was initially optimized with a Merck Molecular 

Force Field (MMFF) force field (Halgren, 1996) and a new 

geometric optimization was then performed based on the semi-

empirical method, Austin Model 

 

file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark42
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark42
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark6
file:///C:/Users/YURI%20MANGUEIRA/Downloads/0102-695X-rbfar-28-02-0192%20(1).docx%23_bookmark13


240 
 

 

 

Table 1 
1 H- and 13 C-NMR spectroscopic data for compound 1. 
 

No. ıC , type ıH (J, Hz) HMBC 

1  145.2, C – – 

2  125.9, CH 7.42, m 4, þ 

3  128.1, CH 7.33, m 1, 5 

4  127.0, CH 7.24, m 2 

5  128.1, CH 7.33, m 1, 2 

6  125.1, CH 7.42, m 4, þ 

1∗  112.5, C – –   

2∗  132.8, CH 7.77, d (8.8) 6∗, 4∗, C=O 

3∗  108.1, CH 6.40, d (8.8) 4∗, 5∗, 1∗
 

4∗  164.2, C – – 

5∗  112.7, C – – 

6∗  164.1, C – – 

a  47.1, CH2 3.09, dd (4.4, 14.8)3.32, m þ, C=O 1 

þ  70.2, CH 5.12, dd (4.4, 8.8) a, 1 2 

C O 202.8, C – – 

1∗∗  73.2, CH 4.61, d (10.0) 5∗, 2∗∗ 6∗ , 4∗, 5∗∗, 3∗∗
 

2∗∗  70.5, CH 4.01, t (8.8) 1∗∗, 3∗∗ 

3∗∗  79.0, CH 3.19, m – 

4∗∗  69.7, CH 3.19, m 2∗∗ 

5∗∗  81.5, CH 3.19, m – 

6∗∗  61.4, CH2 3.66, dd (1.2, 11.2) – 

 

1 (AM1) (Dewar et al., 1985). A systematic search method was used 
which analyzed conformers and selected the conformers with the 
lowest minimum energy using AM1 and a Monte-Carlo algorithm 
(Metropolis and Ulam, 1949). After that, the lowest minimum ener- 
gies were selected and optimized based on a vibrational mode 
calculation using DFT (density functional theory) (Becke, 1988). 
DFT calculations were performed using Spartan 16 (Wavefunction, 
Irvine, CA, USA; Vereecken et al., 1998). Each structure was exam- 
ined at the B3LYP/6-311G* level and the lowest energy 
structures were selected for the calculations. The global 
minimum on the potential energy surface was used for the 
determination of each geometry. The calculated ECD spectra 
were obtained by density functional theory (DFT) and time-
dependent DFT(TD-DFT) using Gaussian 09 and analyzed using 
GUIs GaussSum v 3.0 (O’Boyle et al., 2008). 

 
Cytotoxicity assay 

 
MTT cell viability assay (Mosmann, 1983) was performed to 
study the cytotoxic effect of zornoside. MCF-7 (breast ade- 
nocarcinoma), HCC1954 (mammary gland carcinoma), T-47D 
(mammary gland carcinoma), 4T1 (mammary gland carcinoma), 
HL60 (promyelocytic leukemia), RAW264.7 (macrophage) cells 
were cultured in a RPMI 1640 or DMEM medium supplemented 
with 5% fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml penicillin and 100 

µg/ml streptomycin in humidified air with 5% CO2 at 37 ◦C. 

Briefly, cells were seeded in 96-well plates (100 µl of 2 105 

cells/ml) and zornoside (0.39–50 µg/ml) dissolved in 
DMSO:Medium (1:99 v/v; 100 µl) was added to each well and 
incubated for 72 h. DMSO 1% was used as negative control. MTT 
was added at a final concen- tration of 0.5 mg/ml, incubated for 
4 h, and then solubilized with 100 µl of DMSO. Formazan 
production was measured at 570 nm in a plate 
spectrophotometer. 

 
Results and discussion 

 
Structural elucidation and identification of the isolated 
compounds (1–14) 

 
Compounds 1–14 were isolated from the ethanolic extract of the 
aerial parts of Z. brasiliensis by column chromatography followed 
by preparative and semi-preparative HPLC. Known substances 
were determined by comparing their spectroscopic data with 
those 

 

Fig. 1. HMBC correlations (→) and the interaction 1 H–1 H COSY (dark bond) for 1. 

 
in the literature. The known compounds were identified as 7- 
methoxyflavanone (2) (Kostrzewa-Susłow and Janeczko, 

2012), 7,4∗-dimethoxysoflavone (3) (Veitch et al., 2003), 

medicarpin (4) (Baill et al., 2000), 2∗-4∗-dihydroxychalcone (5) 
(Mikell and Khan, 2012), onionin (6) (Fedoreyev et al., 2008), 

isoorientin-3∗-O-methyl ether (7) (Delazar et al., 2006), isovitexin 
(8) (Peng et al., 2005), gly- cosylated (Z)-O-coumaric acid (9) 
(Canuto et al., 2010), glycosylated (E)-O-coumaric acid (10) 
(Canuto et al., 2010), dihydromelilotoside (11) (Taskova et al., 
2005; Wu et al., 2002), roseoside (12) (Shen and Terazawa, 2001; 
Rao, 2017), D-pinitol (13) (Yu et al., 2005), and isoorientin (14) 
(Huang et al., 2015). 

Compound 1 showed a peak at m/z 421.1508 [M-H]+, as 

determined by high-resolution electrospray ionization mass 
spec- trometry (HRESIMS), that is compatible with the molecular 

formula C21H24O9 (calcd. 421.1493). The 1H NMR and 
Heteronuclear Single-Quantum Coherence (HSQC) spectra 
showed signals of two aromatic rings, one tetra-substituted [δH 
7.77 (1H, d, J = 8.8 Hz), 6.40 (1H, d, J = 8.8 Hz)] and another 
monosubstituted [ıH 7.42 (2H, m), 7.33 (2H, m), 7.24 (1H, m)], 
and one carbinolic hydrogen [δH 5.12 (1H, dd, J = 4.4, 8.8 Hz), 
ı3C 70.2(C-þ)] (Table 1). In addiTion to two non-equivalent 
methylene hydrogens [δH 3.09 (1H, dd, J 4.4, 14.8 Hz), 3.32 

(1H, m), δC 47.1(C-α)], the 1H–1H COSY (Fig. 1) showed a 
correlation between the carbinolic and methylenic hydrogens, 
revealing that these are vicinal, and a Heteronuclear Multiple-
Bond Correlation (HMBC) experiment revealed a correla- tion 
between these hydrogens and the carbonyl δC 202.8 (C-O)]; 
however, the only correlation identified was between the 
carbino- lic hydrogen and C-2 (δC 125.9). Therefore, this þ is the 
carbonyl (δC 202.8), whereas the methylenic hydrogens have a 
correlation with C-1 (δC 145.2], and a is thus the carbonyl (δC 

202.8). 

The carbons at [ıC 108.1 (C-3∗), 112.5 (C-1∗), 112.7 (C-5∗), 132.8 

(C-2∗), 164.1 (C-6∗), 164.2 (C-4∗)] confirmed the presence of a 
tetra- substituted aromatic ring in 1. In HMBC, another 

correlation was observed between H-2∗ [δH 7.77 (1H, d, J = 8.8), 
δC 132.8] and the carbonyl (ıC 202.8) confirming that this C-O is 
bonded to the tetra- substituted aromatic ring. The four carbon 
signals [δC 145.2 (C-1), 125.9 (C-2), 127.0 (C-4) and 128.1 (C-
5)], attributed to the exist- ence of six carbons, confirm the 
presence of a monosubstituted aromatic ring. HMBC showed a 
correlation of H-2/6 [δC 7.42 (2H, m), δC 125.9(C-2/6)] with C-
þ (δC 70.2), confirming the binding of the monosubstituted 
ring to C-þ. The presence of the signal [δH 4.16 (1H, d, J = 10.0 
Hz)] associated with other signals from aliphatic carbinolic 
hydrogens [δH 4.01 (1H, t, J = 8.8 Hz), 3.66 (dd, 2H, J = 1.2. 11.2 
Hz), 3.19–3.10 (3H, m)] revealed the presence of an osidic unit in 1; 
however, the absence of the hydrogen and of the anomeric carbon 
shows that this unit is a C-glycoside. HSQC showed the existence 
of six carbons correlated with these hydrogens, and the value of 

the H-1∗∗ coupling constant (J = 10.0 Hz) confirms that it is β-

glucose. HMBC showed a correlation between H-1∗∗ [δH 4.16 (1H, 

d, J = 10.0 Hz), δC 73.6] and [δC 112.7 (C-5∗)], [δC 164.2 (C-4∗)], 

[δC 164.1 (C-6∗)], there by confirming the insertion of β-glucose 

at the 5∗-position through a C-C bond. Electronic circular 
dichroism (ECD) has been used for decades successfully as a 
powerful tool for the absolute configuration assignment of 
natural products with various chromophores 
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Table 2 

Cytotoxic activity against tumor and non-tumor cells of zornoside. 
 

Cell lines a IC50 (µM) IC50 (µM)Doxorubicin 

MCF-7 76.26 (57.38–101.35) 1.9 

T47D 76.09 (53.14–89.76) 1.43 

4T1 93.42 (73.90–109.26) 2.0 

HCC 1954 81.88 (68.57–97.74) 1.43 

HL-60 37.26 (27.28–43.00) 0.3 

RAW 264.7 106.92 (96.52–118.78) 2.8 

a Data are presented as IC50 values and 95% confidence intervals obtained by non- linear 

regression for all cell lines from two independent experiments. Exposure time: 72 h. MCF-

7, breast adenocarcinoma; HCC1954, mammary gland carcinoma; T-47D, mammary 

gland carcinoma; 4T1, mammary gland carcinoma; HL-60, promyelocytic leukemia; 

RAW264.7, macrophage. 

 
(Slade et al., 2005). The calculated ECD can be used to validate the 

empirical rules deduced previously, but it is also widely used to aid to 

determine the absolute configuration of a chiral molecule, com- 

paring the calculated and experimental ECD spectra, the similarity of 

the spectra is crucial for the absolute configuration assignment. The 

development of the computational technologies has allowed use 

some quantum chemical calculations to simulate the ECD spec- tra (Li 

et al., 2010). The TD-DFT (Time Dependent Density Functional Theory) 

has been widely used to aid to determine the absolute con- figuration of 

several secondary metabolites (Gan et al., 2009; Kamel et al., 2009; Li et 

al., 2010). The TD-DFT method was successful in calculating ECD 

spectra of chiral flavonoids thanks to its feasibility (Ding et al., 2007; 

Ding et al., 2009). 

The TD-DFT calculations of the ECD spectra of the compounds were 

compared with the experimental. This analysis can be done to 

determine the absolute configuration of diastereoisomers (Kwit et al., 

2009). Then, were made comparations of simulated ECD spectra 

were performed for the compounds (βS)-zornioside and (βR)-

zornioside. The simulated ECD spectra of the former show no peaks in 

any wavelength from 800 nm until 200 nm that corrob- orate with the 

experimental ECD spectra (Fig. 2) that is different from the 

simulated spectra of the configuration βR, these results allow to 

propose the configuration of the isolated dihydrochalcone. Therefore, 

this is the first report of this dihydrochalcone in the literature. 

 
Cytotoxic activity of zornioside (1) 

 
The results of the cytotoxic activity assay are shown in Table 2. The 

IC50 (drug concentration at which 50% of the cells are viable relative 

to the control) values, calculated from the dose–survival curves 

generated by the MTT assays performed after the zornoside treatment, 

ranged from 37.26 (27.28–43.00) µM, for HL-60 cells, to 93.42 (73.90–

109.26) µM, for 4T1 cells. Then, as can be viewed, 

the compound was selectively cytotoxic for HL60 promyelo- cytic 

leukemia cells. On non-tumor cell line (macrophage RAW 264.7), 

zornoside showed weak cytotoxicity, IC50 value of 106.92 (96.52–

118.78) µg/ml. 

With the exception of compounds 3 and 6, all other compounds are 

reported for the first time in the genus Zornia, the compound 1 being 

first described in the literature. Compound 1 demonstrated better 

cytotoxic activity against the HL-60 (37.26 µM) cell line. Thus, the 

study showed that specie Z. brasiliensis is a bioproducer of 

phenolic compounds and zornioside has cytotoxic potential. 
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Fig. 2. Comparison of ECD spectra of (βR)-zornoside (a), (βS)-zornoside (b), simulated using Gaussian band shapes (o = 0.4 eV), and to the experimental ECD spectrum (c). 

 

Appendix A. Supplementary data 

 
Supplementary data associated with this article can be found, in the 

online version, at doi:10.1016/j.bjp.2018.02.003. 
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Abstract: Zornia brasiliensis Vogel (Leguminosae) is a species popularly known in Brazil as “urinária”, 

“urinana”, and “carrapicho”, it is popularly used as a diuretic and in the treatment of venereal 

diseases. A specific methodology to obtain a saponin-enriched fraction and high-performance liquid 

chromatography coupled with diode array detection, ion trap mass spectrometry, and TOF-MS 

(HPLC-DAD-ESI-MS/MS) was applied for the analysis of triterpene saponins. The MS and MS/MS 

experiments were carried out by ionization in negative mode. Molecular mass and fragmentation 

data were used to support the structural characterization of the saponins. Based on retention  times, 

high-resolution mass determination and fragmentation, 35 oleanane-triterpene saponins were 

tentatively identified in Z. brasiliensis. 

Keywords: triterpene saponins; soyasaponins; Zornia brasiliensis; HPLC-DAD-ESI-MS/MS 

 

 

1. Introduction 

The family Leguminosae consists of approximately 770 genera and 19,500 species. It previously 

included only three subfamilies, but a recent study reorganized the Leguminosae into six subfamilies [1]. 

These include the subfamily Papilionoideae, which contains the greatest number of genera, including 

the genus Zornia. 

The genus Zornia contains approximately 80 species that are distributed throughout the world, 

mainly in tropical and subtropical regions. In Brazil, the genus is represented by 36 species, 15 of which 

are endemic [2,3].  Studies have investigated the pharmacological activities of compounds present  in 

species of this genus, including cytotoxic, smooth muscle-relaxing, anticonvulsant, antibacterial, 

antitumor, anti-inflammatory, and antioxidant activities [4–12]. In turn, phytochemical studies have 

revealed the presence of isoflavonoids [13,14]. 

Zornia brasiliensis  Vogel,  a  species  popularly  known  in  Brazil  as  “urinaria”,  “urinana”,  and 

“carrapicho”, is adopted in the alternative medicine as a diuretic and in the treatment of venereal 

diseases [15]. Z. brasiliensis is distributed in the North, Northeast, Center-West and Southeast regions 

of Brazil. It is associated with the Amazon, Caatinga, Cerrado, and Atlantic  Forest phytogeographic 

domains [16], but is found mainly in the Brazilian Northeast [17] and Venezuela [18]. Two 

pharmacological studies of this species have reported the antinociceptive activity of 7-methoxyflavone 

isolated from its aerial parts [19] and the antitumor activity of its essential oil [20]. 
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A recent phytochemical study of the aerial parts of this species resulted in the identification of 14 

compounds, including flavones, flavanones, isoflavonoids, pterocarpans, chalcones, and a novel 

glycosylated dihydrochalcone—and this chalcone showed cytotoxic activity against HL-60 leukemic 

cells [21]. 

Hyphenated techniques, such as high-performance liquid chromatography (HPLC) coupled to mass 

spectrometry (MS) were used for the structural analysis and characterization of saponins [22–29]. This 

study represents the first contribution to describe the existence of triterpene saponins from the genus 

Zornia (Leguminosae). A total of 35 saponins were detected and tentatively identified by MS and 

MS/MS. 

2. Results 

2.1. Characterization of the Compounds by HPLC-ESI-MS/MS 

Identification of triterpene saponins by high-performance liquid chromatography-electrospray 

ionization-tandem mass spectrometry (HPLC-ESI-MS/MS) with collision-induced dissociation (CID) 

under negative ESI-MS is a well-established and widely employed technique [24]. To obtain these 

MS/MS data, a low-resolution mass spectrometer was used; and the accurate mass was obtained by a 

high-resolution spectrometer, both using the same ionization parameters, and both coupled to a 

high-performance liquid chromatography system under the same chromatographic conditions. The 35 

saponins that are present in the aerial parts of Z. brasiliensis and tentatively identified are shown on 

base peak chromatogram (Figure 1). 

According to Pollier et al., after collision-induced dissociation (CID) under negative ESI-MS, the 

saponins undergo glycosidic cleavages, retaining the charge at the reducing end (e.g., aglycone 

containing fragment). In the MS/MS spectrum, daughter ions provide information on the sugar 

residues and the aglycone of the fragmented saponin. Sugar residues are mainly hexoses (e.g., glucose 

and galactose), 6-deoxyhexoses (e.g., rhamnose and fucose), pentoses (e.g., arabinose and xylose), and 

uronic acids (e.g., glucuronic acid and galacturonic). 

 

Figure 1. Base peak chromatogram (BPC) of the concentrated fraction of saponins obtained by ESI-MS/MS 

in negative mode. 

The sugar residues and the aglycone could be identified from the MS/MS spectra. The typical losses 
represent water (−18 Da); and/or rhamnoside residue (−146 Da); and/or arabinose (−150 Da); and/or 

glucuronic acid (−158 Da). Therefore, the daughter aglycone ion, [Aglycone − H]− is based on this type 
or pattern of analysis. Based on this analysis, thirty-five saponins from Zornia braziliensis could be 
tentatively identified by mass spectrometry. The MS/MS data of the tentatively identified saponins 
are reported in Table 1. 
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2.1.1. Aglycones of Saponins of Z. Brasiliensis 

In the MS/MS fragmentation spectra obtained for the 35 saponins, ions m/z 441–531 Da, characteristic of 

triterpene aglycones, were observed. Through the relationships of the deprotonated ions of the 

saponins—m/z 631.3856–999.5135 Da, and the respective fragment ions at the m/z 441–531 Da 

interval— 10 aglycones were tentatively identified (Figure 2) [24]. Although these aglycones have been 

detected only as daughter ions with nominal m/z values, their molecular formulas can be predicted 

by the molecular formula of the exact mass of the parent ion and by the observed losses of the sugar 

residues [24]. Seven of these aglycones (olean-12-ene-3β,24-diol; soyasapogenol A, B, and E; 

kudzusapogenol A; wistariasapogenol A; and 22-O-acetate-soyasapogenol B) are of the oleanane type 

and have been previously reported in the family Leguminosae (Figure 2) [28,30–33]. 

No previous report of three of these sapogenins was found in the literature. Aglycone I has a 

fragment ion at m/z 515 [Agly − H]− and molecular formula C32H52O5, thus, we propose that aglycone 
would be an acetylation product of soysapogenin A (m/z 473), since it is possible to observe the loss of 
42 Da (acetoxy) after subtraction of glycosidic residues, suggesting that acetoxy group is present in 
the sapogenin. 

 

Figure 2. Aglycones of Z. brasiliensis saponins tentatively identified by mass spectrometry. 

Aglycone II has a fragment ion m/z 513 [Agly − H]− and the molecular formula C32H50O5. The loss of 42 
Da (acetoxy), similar to that observed in 21-acetoxy-soyasapogenol A (m/z 515), was observed. 
However, aglycone II has two fewer mass units, suggesting that C-22 was oxidized to generate a 
ketone [34]. The ion resulting from this loss of 42 Da, m/z 471, showed distinct fragmentation of 
wistariasapogenol A, a difference suggested by the absence of ion m/z 439 relative to the loss of 32 Da 

(CH4O) (Figure 2). Aglycone III has an m/z 531 [Agly − H]− and the molecular formula C32H52O6, it 
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has been tentatively identified as an acetylated derivative of kudzusapogenol A, as evidenced by the 
42 Da loss and the presence of the ion at m/z 489 (Figure 2). 

This study has proposed the putative characterization of monodesmosidic saponins with the 

insertion of glycosides or its chains at the C-3 position, as observed in the saponin isolated and identified 

by NMR and supported by the literature which describes saponins present in the Leguminosae 

family [28,30,30,35]. The possibility of the presence of bidesmosidic saponins was removed due to the 

presence of fragments m/z 483 [M − H]− referring to the union of a dHex + Hex + HexA, m/z 453 [M − 

H]− dHex + Pen + HexA, m/z 337 [M − H]− Hex + HexA, and m/z 307 [M − H]− Pen + HexA, thus, 

demonstrating that the sugar chain is attached in the one position of the sapogenin, thus, excluding the 

possibility of bidesmosidic saponins. 
 

2.1.2. Saponins of Z. brasiliensis 

Peaks 1 and 2 showed ions at m/z 925.4814 and 779.4186, respectively, thus, they are isobars of 

compounds 27 and 28. However, they presented distinct fragmentation patterns that made it possible 

to propose that the difference between these compounds lies in their aglycones. In the tentative 

identification, compounds 1 and 2 have wistariasapogenol as an aglycone m/z 471 [Agly − H]−, this 

is proposed based on their fragmentation, since the fragment ion m/z 439 [Agly − H − CH4O]− is 

compatible with the loss of 32 Da corresponding to the loss of methanol. This suggests oxygenation in 

methyl C-30 rather than C-21, a ketone in the C-22 position similar to soyasapogenol E, and one other 

fragment ion m/z 407 [Agly − H − CH4O − CH4O]−, which is supposedly attributed to methanol at the 

C-23 position. Compound 1 was putatively identified as wistariasaponin A, which was previously 

isolated from a species of the family Leguminosae [35]; and compound 2 was tentatively identified as 

Pen-HexA-wistariasapogenol A. 
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Table 1. Characterization of the saponins tentatively identified by HPLC-ESI-MS/MS in Z. brasiliensis. 

Compound 
TR 

(min) 
[M − H]− 

[M − H]− 

Calculated 

Molecular 

Formula 

Error 

(ppm) 
Fragments (m/z) Tentative Identification Reference 

1 10.5 925.4800 925.4802 C47H73O18 0.2 

907, 863, 779, 717, 

629, 567, 471, 453, 

439, 407 

Wistariasaponin A [36] 

2 11.1 779.4239 779.4223 C41H63O14 2.0 
735, 629, 585, 567, 

471, 439, 407 
Pen-HexA-Wistariasapogenol A - 

3 

11.2 

797.4310 797.4329 C41H65O15 2.4 
753, 647, 621, 603, 

585, 489, 457, 307 
Pen-HexA-Kudzusapogenol A - 

4 943.4912 943.4908 C47H75O19 −0.4 
925, 881, 797, 735, 

647, 585, 489, 457 
Subproside II [37] 

5 

12.5 

957.5056 957.5065 C48H77O19 0.9 
939, 895, 811, 749, 

631, 569, 483, 473 
Soyasaponin A3 [28,38] 

6 927.4943 927.4959 C47H75O18 1.8 
909, 865, 781, 719, 

631, 569, 473, 453 
dHex-Pen-HexA-Soyasapogenol A - 

7 

13.0 

781.4350 781.4380 C41H65O14 3.9 
763, 631, 613, 569, 

473, 307 
Pen-HexA-Soyasapogenol A - 

8 811.4459 811.4485 C42H67O15 3.2 
793, 631, 587, 473, 

337 
Hex-HexA-Soyasapogenol A [39] 

9 13.2 985.4961 985.5014 C49H77O20 5.3 

967, 839, 821, 777, 

689, 627, 531, 489, 

457, 453 

dHex-Pen-HexA-Aglycone III - 

10 13.7 839.4404 839.4435 C43H67O16 3.6 
821, 689, 671, 627, 

531, 489, 457, 307 
Pen-HexA-Aglycone III - 

11 14.2 997.5022 997.5014 C50H77O20 −0.8 

979, 935, 851, 789, 

671, 609, 513, 483, 

471 

dHex-Hex-HexA-Aglycone II - 

12 15.1 851.4412 851.4435 C44H67O16 2.7 807, 671, 513, 471 Hex-HexA-Aglycone II - 

13 15.6 967.4901 967.4908 C49H75O19 0.7 
949, 905, 821, 671, 

653, 609, 513, 471, 
dHex-Pen-HexA-Aglycone II - 
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453 

14 16.9 649.3933 649.3957 C36H57O10 3.8 631, 473 HexA-Soyasapogenol A - 

15 17.7 821.4303 821.4329 C43H65O15 3.2 
689, 671, 653, 609, 

513, 471, 307 
Pen-HexA-Aglycone II - 

16 18.3 999.5135 999.5170 C50H79O20 3.6 

981, 937, 853, 791, 

673, 611, 515, 483, 

473 

dHex-Hex-HexA-Aglycone I - 

17 19.5 969.5074 969.5065 C49H77O19 −1.0 

951, 907, 823, 761, 

673, 611, 515, 473, 

453 

dHex-Pen-HexA-Aglycone I - 

18 19.9 853.4559 853.4591 C44H69O17 3.8 
835, 673, 655, 611, 

515, 473, 337 
Hex-HexA-Aglycone I - 

19 20.2 823.4463 823.4485 C43H67O15 2.7 
805, 673, 629, 611, 

515, 473, 307 
Pen-HexA-Aglycone I - 

20 23.9 837.4603 837.4642 C44H69O15 2.0 
657,639, 595, 499, 

497, 457, 455, 453 

Hex-HexA-22-O-acetate- 

Soyasapogenol B 
- 

21 24.8 939.4935 939.4959 C48H75O18 2.6 
921, 877, 793, 731, 

613, 551, 483, 455 
Soyasaponin Be [22,24,25,27,29,40,41] 

22 26.2 691.4042 691.4063 C38H59O11 3.1 673, 515, 473 HexA-Aglycone I - 

23 31.0 941.5123 941.5115 C48H77O18 −0.8 
923, 879, 795, 733, 

615, 553, 
Soyasaponin I [22,24,27,28,29,40,41] 

24 32.6 795.4520 795.4536 C42H67O14 2.1 
777, 733, 615, 553, 

457, 337 
Soyasaponin III [27,28,29,41] 

25 33.0 911.5006 911.5010 C47H75O17 0.5 
893, 849, 765, 703, 

615, 553, 
Soyasaponin IIa [27,28,29,41] 

26 34.0 765.4418 765.4431 C41H65O13 1.6 
747, 615, 597, 553, 

457, 307 
Soyasaponin IV [27,28,29,41] 

27 36.9 925.5168 925.5166 C48H77O17 −0.2 

907, 863, 779, 717, 

599, 537, 483, 441, 

439 

dHex-Hex-HexA-Olean-12-ene-

3β,24-diol 
- 

28 39.3 779.4562 779.4587 C42H67O13 3.2 599, 441, 439, 307 Hex-HexA-Olean-12-ene-3β,24-diol - 
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29 41.3 633.3998 633.4008 C36H57O9 1.5 615, 457 Soyasapogenol B monoglucuronide [28,42] 

30 44.1 895.5043 895.5061 C47H75O16 1.9 

877, 833, 749, 687, 

599, 537, 453, 441, 

439, 337 

dHex-Pen-HexA-Olean-12-ene-

3β,24-diol 
- 

31 47.8 793.4348 793.4380 C42H65O14 4.0 
775, 731, 613, 551, 

455, 337 
Soyasaponin Be' [24,30] 

32 48.0 909.4843 909.4853 C47H73O17 1.1 
891, 847, 763, 701, 

613, 551, 455, 453 
Soyasaponin Bg [25,30] 

33 48.7 763.4286 763.4274 C41H63O13 −1.5 
719, 613, 569, 455, 

307 
Soyasaponin Bg' [30] 

34 51.1 749.4485 749.4482 C41H65O12 −0.5 
599, 537, 441, 439, 

307 
Pen-HexA-Olean-12-ene-3β,24-diol - 

35 58.8 631.3856 631.3852 C36H55O9 −0.7 613, 455 HexA-Soyasapogenol E - 

Legend: HexA, uronic acid (glucuronic acid or galacturonic acid); Hex, hexose (glucose or galactose); Pen, pentose (arabinose or xylose); dHex, 6-deoxyhexose 

(rhamnose or fucose), a Identified by 1H and 13C-NMR. Accurate mass obtained by HPLC-HRESIMS and fragments obtained by HPLC-ESI-MS/MS. 



252 
 

 

Peaks 3 and 4 presented the fragment ion m/z 489 [Agly − H]− were tentatively identified as 

derivatives of kudzusapogenol A, a penta-oxygenated oleanane triterpene with oxygenations at C-21 

and C-22, the oxygenation at C-29 is supported by the loss of 32 Da (methanol) observed in the fragment 

ion m/z 457 [Agly − H − CH4O]−. Compound 3 was putatively identified as Pen-HexA-kudzusapogenol 

A and compound 4 as subproside II, a saponin isolated from Sophorae subprostrata (Leguminosae) [36,43]. 

Group A soyasaponins are bidesmosidic, with insertion of the glycosidic chains in C-3 and 

C-22, and can be divided into acetylated and non-acetylated [22]. They have soyasapogenol A as the 

aglycone, which differs structurally from soyasapogenol B in the presence of a hydroxyl group at C-

21 [44]. Five saponins that possess this aglycone were putatively identified (m/z 473). Compound 5 

was identified as soyasaponin A3 [37], which was described by Curl et al. as a monodesmosidic 

derivative of soyasapogenol A. Compound 8, identified as Hex-HexA-soyasapogenol A, has already 

been described but not named [33], and compounds 6, 7, and 14 were putatively identified as dHex-

Pen-HexA-soyasapogenol A, Pen-HexA-soyasapogenol A, and HexA-soyasapogenol A, respectively. 

Peaks 9 and 10 showed the fragment ion m/z 531 [Agly − H]−, attributed to their aglycone and are 

here proposed as derivatives of aglycone III. It was also possible to observe the fragment ions m/z 489 

and 457, which were attributed to the neutral loss of an acetoxy residue (42 Da) and a methanol (32 Da) 

of the aglycone. Peaks 9 and 10 were tentatively characterized as dHex-Pen-HexA-aglycone III and 

Pen-HexA-aglycone III, respectively. 
Four saponins tentatively proposed possess aglycone II (m/z 513). These saponins were observed in 

peaks 11, 12, 13, and 15 and were proposed as dHex-Hex-HexA-aglycone II, Hex-HexA-aglycone II, 

dHex-Pen-HexA-aglycone II, and Pen-HexA-aglycone II, respectively. 

Peak 20 was tentatively identified as Hex-HexA-22-O-acetate-soyasapogenol B. It presented fragment 

ion at m/z 499 [Agly − H]−, attributed to 22-O-acetate-soyasapogenol B; and fragment ion m/z 457, 
attributed to the neutral loss of the acetoxy residue (42 Da) in the aglycone. 

Fragment ion at m/z 515 [Agly − H]−, attributed to this aglycone I, was observed in five compounds, 16, 
17, 18, 19, and 22, all of which had the fragment ion at m/z 473 [Agly − H − C2H2O]−, compatible with the 
neutral loss of 42 Da relative to the acetoxy group present in the aglycone m/z 515 [Agly − H]−. These 
compounds were tentatively identified as dHex-Hex-HexA-aglycone I, dHex-Pen-HexA-aglycone I, 
Hex-HexA-aglycone I, Pen-HexA-aglycone I, and HexA-aglycone I, respectively. 
Among soyasaponins A, B, and E, the soyasaponins of group E are the most restricted since they are 

considered photooxidation products of the soyasaponins of group B. The glycosidic chain at the C-3 

position is the same for groups A, B, and E [41]. Peaks 21, 31, 32, 33, and 35 showed the same 

fragmentation pattern as that proposed for the olean-12-ene-3β,24-diol derivatives, however, the 

fragment ion attributed to the aglycone, m/z 455 [Agly − H]−, was proposed to be soyasapogenol E. 

Compound 21 was tentatively identified as soyasaponin Be [41], and 31, 32, and 33 were tentatively 

identified as soyasaponin Be', soyasaponin Bg, and soyasaponin Bg', respectively [44]. Compound 35 

was tentatively characterized as hexA-soyasapogenol E. 

The  soyasaponins  of  group  B  have  only  one  glycosidic chain at the C-3 position.  They are 

commonly divided into two groups, one group has a conjugation in C-22 with 2,3-dihydro-2,5-

dihydroxy-6-methyl-4-pyrone (DDMP) and is more abundant in soybean, and the members of the 

other group are DDMP-nonconjugated [22]. In this study, it was possible to observe peaks 23,  24,  25,  

26,  and 29,  all of which had the fragment ion at m/z 457 [Agly – H]−  attributed  to soyasapogenol B. 

Compounds 23 and 25 were tentatively identified as soyasaponins I and II, respectively [44–46]. 

Compounds 24, 25, and 29 could be tentatively identified as soyasaponin III (or soyasaponin Bb'), 

soyasaponin IV (or soyasaponin Bc'), and soyasapogenol B monoglucuronide [28,38]. Peak 27 showed a 

precursor ion in m/z 925.5168 [M − H]− and its fragmentation, the ions at m/z 907 [M − H − H2O]−, 

m/z 863 [M − H − H2O − CO2]−, m/z 779 [M − H − dHex]−, m/z 717 [M – H − H2O − CO2 − dHex]−, 

m/z 599 [M − H − dHex − Hex]−, m/z 537 [M − H − H2O − CO2 − dHex − Hex]−, m/z 483 [M − H − 

Agly]−, m/z 441 [M − H − dHex − Hex − HexA]−, and m/z 439 [M − H − dHex 
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− Hex − HexA]−. Thus, the uronic acid residue was observed, generating a loss of 158 and/or 160 Da 
(Figure 3). Peaks 28, 30, and 34 were tentatively identified as Hex-HexA-Olean-12-ene-3β,24-diol, 
dHex-Pen-HexA-Olean-12-ene-3β,24-diol, and Pen-HexA-Olean-12-ene-3β,24-diol, respectively (See 
proposed fragmentation pathways for all compounds in the Supplementary Materials). 

 

Figure 3. Proposed fragmentation pathway for compound 27 in negative mode ESI-MS/MS. The pathway 

extends similarly to that for compounds 28, 30, and 34, generating the fragment ions m/z 441 and m/z 439 

attributed to the aglycone olean-12-ene-3β,24-diol. 

2.2. NMR Identification of Compound 25 
After analysis of the saponin-enriched fraction by HPLC-DAD, the major peak observed in the 

chromatogram was peak 25, enabling its isolation. The compound 25 (Figure 4) has an [M − H]−  ion 

at m/z 911.5006 (m/z 911.5010, calcd.), compatible with the molecular formula C47H75O17. The  MS2 

experiment showed m/z 765 [M − H − Rha]−, m/z 615 [M − H − Rha − Ara]−, and m/z 457 [M − H − 

Rha − Ara − Glu]− fragment ions corresponding to the consecutive losses of 146, 150, and 158 Da, 
respectively. In the C NMR spectrum, 7 methyls were observed attributed to the triterpenic 
sapogenin [δC  22.3 (Me-23), 15.3 (Me-25), 16.7 (Me-26), 25.0 (Me-27), 20.4 (Me-28), 32.7 (Me-29), 28.4 
(Me-30)], a signal in δC 61.6 (C-24) characteristic of oxygenated carbon was also observed, showing 
that,  in this structure,  a Me-24 is oxygenated.  Two  other signals were observed in δC  121.7  (C-12) 
and 144.1 (C-13), attributed to the sp2 carbons—C-12 (methine) and C-13 (nonhydrogenated), thus, 

1
3 
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this sapogenin is a triterpenic oleanane-type. The presence of a C-19 methylene carbon (δC 46.4) and 
C-20 (δC 30.3) suggests that this sapogenin is β-amyrin, which is oxygenated at the C-22 positions (δC 

74.2) and C-3 (δC 90.0). In the 1H-NMR it was possible to observe the signals of 7 methyls [δH 1.08 (23-
Me), 0.79 (25-Me), 0.88 (26-Me), 1.04 (Me-27), 0.74 (Me-28), 0.96 (Me-29), 0.96 (Me-30)], at the same 
time, a broad singlet at δH 5.16 with integral for one hydrogen, attributed to a sp2 methyl carbon. The 
signals at δH 3.80 (d, J = 11.0 Hz, 1H) and 3.04 (m, 1H) were assigned to Ha and Hb-24, respectively, 
δH 3.12 (m, 1H) to H-3, and δH3.23 (m, 1H) to H-22.  In the 1H x 13C-HMBC spectrum, a correlation of 
the anomeric proton H-1’ [δH 4.13 (d, J = 7.5 Hz, 1H)] of β-glucuronic acid was observed with C-3 (δC 
90.0), confirming the insertion of β-glucuronic acid in the C-3-position of the sapogenin. Another 
contour map between H-1’ ’ ’ [δH 4.97 (brs, 1H)] at three bonds distance with C-2’ ’  (δC 77.6) confirming the 
insertion of α-rhamnose into C-2’ ’ of β-arabinose. The HMBC also attributed a correlation of the 
proton H-2’ [δH 3.33 (m)] at two bonds distance with C-1J (δC 103.9) and three bonds with C-1’ ’ (δC 
100.7), thus confirming that β-arabinose is bonded to β-glucuronic acid and this insertion occurs at C-2J 

glucuronic acid. Another contour map present in HMBC attributed Me-28 [δH 0.74 (s, 3H)] with C-22 
(δC 74.2), C-16 (δC 28.0), C-17 (δC 37.0), and C-18 (δC 44.7) indicating that C-22 supports the hydroxyl. 
This information was corroborated by another contour map between H-16a [δH 1.33 (m)] and C-22 
(δC 74.2). A cross-correlation was also observed between Me-29/30 [δH 0.96 (s, 6H)] with C-19 (δC 
46.1), C-20 (δC 30.3), C-21 (δC 41.2), and C-29 (δC 32.7); H-19 [δH 1.67 (m) and 0.88 (m)] with C-20 (δC 

30.3), C-29 (δC 32.7) and C-30 (δC 28.4) and H-21 [δH 1.30 (m)] with C-17 (δC 37.0), C-22 (δC 74.2) and C-
30 (δC 28.4). It was also possible to observe, in HMBC, a three-bond correlation between H-24a [δH 

3.80 (d, J = 11.0 Hz)], C-3 (δC 90.0) as well as Me-23 (δC 22.3). Thus, 25 corresponds to soyasaponin  II 
(Figure 4). Comparison of the 1H and 13C-NMR spectral data of compound 25 with data from the 
literature corroborate this proposal. Thus, the m/z 457 fragment ion corresponds to the sapogenin 
soyasapogenol B (Figure 2) [44,45]. 

Considering that the isolation, purification, and elucidation of triterpene saponins are difficult and time-

consuming due to the high polarity and structural similarity of these compounds [23], the present study 

enabled us to obtain and chemically analyze a concentrated fraction of saponins of Z. brasiliensis for the 

first time. In this study, 35 triterpene saponins were tentatively identified by HPLC-ESI-MS/MS, 

suggesting a homologous series.  In addition, saponins have a diversification of applications such as 

biological and pharmaceutical, for example, immunostimulating, hypocholesterolemic, and 

anticarcinogenic properties, as well as applications in the food, agriculture, and cosmetics industries. 

This fact led to the extraction and identification of saponins in numerous species [47] due to their 

relevance. This is the first report of the occurrence of saponins in the genus Zornia, placing the species Z. 

brasiliensis in the list of the bioproducing species of this important class of secondary metabolites that 

are the saponins. 
 

Figure  4. Soyasaponin  II  (25)  isolated  from  Z.  brasiliensis. ( ) indicates some key HMBC 

correlations for compound 25. 
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3. Materials and Methods 
 

3.1. Reagents and Materials 

The NMR analyses were performed on a Varian NMR system 500-MHz spectrometer (Palo Alto, CA, 

USA) operated at 500 MHz for 1H-NMR and at 125 MHz for 13C-NMR; and on a Bruker Ascend 400 

spectrometer (Bruker, Billerica, MA, USA) operated at 400 MHz for 1H-NMR and at 100 MHz  for 13C 

NMR. The samples were prepared in deuterated dimethyl sulfoxide (DMSO-d6) (Cambridge Isotope 

Laboratories, Tewksbury, MA, USA) containing TMS as internal standard. Silica gel (ART 7734, 

Merck, Darmstadt, Germany; particle size 0.060–0.200 mm and 70–230 mesh) was used for column 

chromatography (CC). To obtain the crude extract and in chromatographic fractionation,  the 

following solvents were used: Ethanol, hexane, dichloromethane, ethyl acetate, methanol, and n-

butanol (Tedia, Fairfield, CT, USA). For the HPLC analyses, the following solvents were used as the 

mobile phase: HPLC-grade acetonitrile (Tedia), ultrapure water obtained using a Milli-Q purification 

system (Millipore, Burlington, NJ, USA), and formic acid (Qhemis, Indaiatuba, Brazil). To obtain mass 

spectra by direct injection, an Ion Trap-amaZonX spectrometer (Bruker, Billerica, MA, USA) was used 

for electrospray ionization mass spectrometry (ESIMS, low resolution), and a micrOTOF II 

spectrometer was used for high-resolution ESIMS (HRESIMS, Bruker, Billerica, MA, USA) at 3.5 kV 

capillary voltage, ESI in negative mode, 500 V end plate offset, 8.0 psi nebulizer, dry gas (N2) at a 

flow rate of 5.0 L/h, and a temperature of 200 ◦C. Spectra (m/z 50–1000) were recorded every 2.0 s. 

Collision-induced dissociation (CID) fragmentation was achieved in auto MS/MS mode using the 

advanced resolution mode for MS and MS/MS mode. 
 

3.2. Plant Material 

The aerial parts of Z. brasiliensis Vogel (Leguminosae) were collected in the municipality of Serra 

Branca (07◦29’46’ ’ JS and 36◦44’36’ ’W; altitude, 712 m) in the state of Paraíba, Brazil, in March 2016. 

Collection authorization No.  53894-1 was granted by the Chico Mendes Institute for Biodiversity 

Conservation (ICMBio, Brasília, Brazil) through the System of Authorization and Information on 

Biodiversity (SISBIO, Brasília, Brazil), and access registration in the National Management System of 

Genetic Patrimony and Associated Traditional Knowledge (SISGEN, Curitiba, Brazil) was obtained 

under number ADD107E. The species was identified by botanist Dr. José Iranildo Miranda de Melo 

of the Paraíba State University (UEPB, Campina Grande, Brazil).  An exsiccatae was deposited at 

Arruda Câmara Herbarium (ACAM, Campina Grande, Brazil), Campus I, UEPB, under the number of 

registration 1862. 
 

3.3. Extraction and Isolation of Z. brasiliensis Constituents 

The dry and pulverized aerial parts of Z. brasiliensis (5 kg) were extracted with ethanol to obtain a 

crude ethanolic extract (CEE) which was partitioned with hexane, dichloromethane, ethyl acetate, ethyl 

acetate–methanol (90:10, v/v) and ethyl acetate–methanol (50:50, v/v)in order to obtain its respective 

fractions [21]. 

An aliquot (20.0 g) of the 50% ethyl acetate–methanol fraction was dissolved in 300 mL of distilled 

water, followed by partition with n-butanol (300 mL) three times.  The extractive solution of the 

n-butanol phase was then concentrated on a rotary evaporator under reduced pressure at a temperature 

of 50 ◦C. The concentrated material was redissolved in methanol–ethyl acetate (1:5, v/v), and the 

saponins were precipitated by the addition of methanol. This material was decanted for 72 hours at 

room temperature. The pellet was then resuspended in methanol (200 mL) and concentrated on a 

rotary evaporator under reduced pressure at 40 ◦C. In this way, a concentrated fraction of saponins 

(1.1 g) was obtained [48]. 
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3.4. HPLC-DAD Conditions 
 

An analytical HPLC instrument (Shimadzu-Prominence, Kyoto, Japan) equipped with an LC-20AT 

pump, an SIL-20A HT auto injector, a CTO-20A oven, an SPD-M20A detector, and a CBM-20A controller 

unit was employed. The columns used were a Phenomenex Gemini® C18 (250.0 mm 4.6 mm internal 

diameter [id], filled with 5.0-µm particles, Torrance, CA, USA) and a Security Guard Gemini® C18 

precolumn (4.0 mm × 3.0 mm id, filled with 5.0-µm particles, Torrance, CA, USA). The elution method 

used water (0.1% formic acid) (A) and methanol (B). The gradient was 70.0% B (0.01 min) to 80.0% B 

(50 min), returning to 70.0% B (65 min), and remaining at 70.0% B until 80 min with a mobile phase flow 

rate of 0.6 mL/min, an injection volume of 20.0 µL, and a detection wavelength of 205 nm. The applied 

samples were filtered through 0.45-µm nylon membranes (Tedia, Fairfield, CT, USA). 
Preparative chromatographic analyses were performed using an HPLC system (Shimadzu, Kyoto, 
Japan) equipped with an LC-6AD binary solvent pump, a Rheodyne injector, an SPD-M10A diode 
array detector, and an SCL-10A system controller. An ACE C18 column (250.0 mm × 21.2 mm id, 5.0-
µm particle size) was used. The method used was similar to the method used in the analytical 
runs. The preparative scale injection volume was 100.0 µL, flow was conducted at 8.0 mL/min, and 
the detection wavelength was 205 nm. The applied samples were filtered through 0.45-µm nylon 
membranes (Tedia). 

3.5. HPLC-ESI-MS/MS Conditions 

A Shimadzu (Prominence, Kyoto, Japan) HPLC instrument equipped with an LC-20AT binary solvent 

pump, an SIL-20A auto injector, a DGU-20A degassing system, an SPD-M20A diode array detector,  

and a CBM-20A controller was used. A Phenomenex Gemini®  C18  column (250.0 mm × 4.6 mm id, 

filled with 5.0-µm particles) and a SecurityGuard Gemini® C18 precolumn (4.0 mm × 3.0 mm id, 

filled with 5.0-µm particles) were used. The chromatographic method was the same as the method 

developed for analytical HPLC. The applied samples were filtered through 0.45-µm nylon membranes 

(Tedia). This HPLC instrument was coupled to an Ion Trap-amaZonX low-resolution mass spectrometer 

(Bruker) that used the electrospray ionization technique. The analysis parameters of the Ion-Trap 

spectrometer were 4.5 kV capillary, ESI in negative ion mode, a 500 V end plate offset, a 35.0 psi 

nebulizer, a dry gas (N2) flow rate of 8.0 L/h, and a temperature of 300 ◦C. CID fragmentation was 

achieved in auto MS/MS mode with the advanced resolution mode for MS and MS/MS mode. 

Spectra (m/z 200–1200) were recorded every 2.0 s. 

For high-resolution HPLC-ESI-MS analyses, we used the HPLC instrument described above with the 

same column and the same chromatographic conditions. The instrument was coupled to  a 

micrOTOF II high-resolution mass spectrometer (Bruker) that used the electrospray ionization 

technique. The micrOTOF II spectrometer analysis parameters were 4.0 kV capillary, ESI in negative 

ion mode, a 500 V end plate offset, a 35.0 psi nebulizer, a dry gas (N2) flow rate of 8.0 L/h, and a 

temperature of 300 ◦C. Spectra (m/z 50–1000) were recorded every 2.0 s. The sodium formate was 

used as the internal calibrator during the chromatographic run. The equipment resolution is ~15,000, 

however, when operating in HPLC-HRESIMS mode it drops to ~11,000. 

Supplementary Materials: Supplementary data (Figures S1–S27) associated with this article, including HRESIMS, 
MS/MS, 1D, and 2D-NMR spectra data and the proposed fragmentation pathways of the tentatively identified 
compounds can be found in the online version. 
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