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APRESENTAÇÃO

A coleção “Ciências Biológicas: Campo Promissor em Pesquisa” é uma obra 
composta de dois volumes que tem como foco principal a discussão científica atual 
através de trabalhos categorizados e interdisciplinares abordando pesquisas, relatos 
de casos, resumos ou revisões que transitam nas diversas áreas das Ciências 
Biológicas.

A grande diversidade de seres vivos e a grande especialização das áreas de 
estudo da biologia, a tornam uma ciência muito envolvente, que consegue abranger 
todas as relações interpessoais e uma grande interdisciplinaridade com outras áreas.

O primeiro volume foi organizado com trabalhos e pesquisas que envolvem a 
área da Saúde em diferentes Instituições de Ensino e Pesquisa do País. Logo, neste 
volume poderá ser encontrado pesquisas relacionadas a anatomia humana, plantas 
medicinais, arboviroses, atividades antimicrobianas e antifúngicas, biotecnologia e 
tópicos relacionados à segurança alimentar e cuidados em saúde. O destaque desse 
volume é para compostos naturais que podem ser utilizados no combate e controle 
de diversos microorganismos. 

Já o volume dois, é composto por trabalhos que envolvem o Ensino de Ciências 
e pesquisas científicas em Biologia, tendo destaque os trabalhos relacionados à 
Ecologia e Conservação ambiental, e também a divulgação da Educação Especial. 

A crescente preocupação com o meio ambiente e o consumo sustentável 
trazem reflexões que atingem nossa fauna e flora; os atuais processos de ensino e 
aprendizagem oferecem um plano de fundo às discussões referentes ao melhoramento 
das abordagens educacionais nas diferentes esperas de ensino.  

Conteúdos relevantes são, deste modo, apresentados e discutidos com a 
proposta de fundamentar e apoiar o conhecimento de acadêmicos, mestres e 
doutores das amplas áreas das Ciências Biológicas.

Renata Mendes de Freitas
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IDENTIFICAÇÃO DE FLAVONOIDES DAS FOLHAS 
DE MACHAERIUM ACUTIFOLIUM (PAPILIONOIDEAE-

FABACEAE) POR ESPECTOMETRIA DE MASSAS

CAPÍTULO 13

Adonias Almeida Carvalho
Universidade Federal do Piauí – UFPI

Teresina – Piauí
Instituto Federal do Piauí – IFPI (Campus Piripiri)

Piripiri – Piauí

Lucivania Rodrigues dos Santos
Universidade Federal do Piauí– UFPI

Teresina – Piauí

Renato Pinto de Sousa
Universidade Federal do Piauí – UFPI

Teresina – Piauí

Jurema Santana de Freitas
Universidade Federal do Piauí – UFPI

Teresina – Piauí

Bruno Quirino Araújo
Universidade Federal do Piauí– UFPI

Teresina – Piauí
Programa de Pós-Graduação em Química, 

Universidade Federal do Espírito Santo
Vitória - ES

Mariana Helena Chaves
Universidade Federal do Piauí – UFPI

Teresina – Piauí

RESUMO: A fração aquosa proveniente 
da partição do extrato etanólico das folhas 
de Machaerium acutifolium (Fabaceae-
Papilionoideae) foi analisada por cromatografia 
líquida de alta eficiência, com detector de arranjo 

de diodo (CLAE-DAD), fase móvel MeOH/H2O-
AcOH (0,2%) e coluna de fase reversa C18, 
e por espectrometria de massas acoplado a 
fonte de ionização por electrospray (ESI-MS), 
no modo negativo. O estudo químico mostrou 
a ocorrência de flavonois e isoflavonoides, os 
quais foram identificados como canferol-3-O-
rutinosil-7-O-diraminosídeo (1), quercetina-
3-O-rutinosil-7-O-ramnosídeo (2), rutina (3), 
canferol-3-O-rutinosídeo (4), canferol-3-O-
glicosídeo (5), daidzeína-8-C-glicosídeo (6) 
e genisteína (7). Estes compostos estão 
sendo relatados pela primeira vez no gênero 
Machaerium.
PALAVRAS-CHAVE: Machaerium acutifolium, 
CLAE-DAD, ESI-MS, flavonoides, isoflavonoides

FLAVONOIDS IDENTIFICATION FROM 

LEAVES OF MACHAERIUM ACUTIFOLIUM 

(PAPILIONOIDEAE-FABACEAE) BY MASS 

SPECTROMETRY

ABSTRACT: The aqueous fraction obtained 
by partition of the ethanolic extract from 
leaves of Machaerium acutifolium (Fabaceae-
Papilionoideae) was analyzed by high 
performance liquid chromatography with diode 
array detector (HPLC-DAD), MeOH/H2O-AcOH 
(0.2%) and reverse phase C18 column, and 
by mass spectrometry coupled to electrospray 
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ionization source (ESI-MS), in the negative mode. The chemical study allowed 
to determine the occurrence of flavonols and isoflavonoids, which were identified 
as kaempferol-3-O-rutinosyl-7-O-dirhamnoside (1), quercetin-3-O-rutinosyl-7-O-
rhamnoside (2), rutin (3), kaempferol-3-O-rutinoside (4), kaempferol-3-O-glucoside (5), 
daidzen-8-C-glucoside (6) and genistein (7). These compounds are being reported for 
the first time in the genus Machaerium.
KEYWORDS: Machaerium acutifolium, HPLC-DAD, ESI-MS, flavonoids, isoflavonoids

1 |  INTRODUÇÃO

A espécie Machaerium acutifolium Vogel (sinonímia M. muticum Benth) pertence 
à família Fabaceae e subfamília Papilionoideae. Apresenta ocorrência comum da 
Amazônia até São Paulo e Mato Grosso do Sul, principalmente na área de cerrado 
(LORENZI, 1998). M. acutifolium é encontrada também nos estados da Bahia, Piauí 
e Maranhão (POLIDO; SARTORI, 2007). Esta espécie é conhecida popularmente 
por jacarandá do campo, jacarandá-caroba e jacarandá bico-de-pato, sendo utilizada 
tradicionalmente pela população indígena do sudeste do Pará como anticoncepcional, 
para tratar menstruação dolorosa e dor de estômago (BARBOSA; PINTO, 2003; 
POVH et al., 2007; ROSA et al., 2014). Espécies do gênero Machaerium contém 
flavonoides, isoflavonoides, alcaloides, triterpenoides, esteroides, derivados de 
ácidos graxos, dentre outros, além de apresentarem diversas atividades biológicas 
tais como citotóxica, antimicrobiana, antiparasitária, anti-inflamatória e antioxidante 
(AMEN et al., 2015).

Os flavonoides são metabólitos secundários sintetizados por plantas, 
apresentam de modo geral em suas estruturas várias hidroxilas ligadas a anel 
aromático, por isso são chamados de compostos polifenólicos. O esqueleto básico dos 
isoflavonoides é derivado dos flavonoides pela migração do anel B da posição C-2 para 
C-3. Esta classe de composto é oriunda de rota biossintética mista (Figura 1), sendo 
formada por 15 átomos de carbono dispostos em dois anéis aromáticos conectados 
por uma ponte de três átomos de carbono C6-C3-C6 (DEWICK, 2009). Os isoflavonoides 
são constituídos por cerca de 1.000 estruturas, amplamente distribuídas em espécies 
de Papilionoideae e considerados marcadores quimiotaxonômicos desta subfamília. 
As isoflavonas apresentam diversas atividades biológicas, incluindo tratamento da 
osteoporose, doenças cardiovasculares, prevenção de câncer e para o tratamento 
dos sintomas da menopausa (AMEN et al., 2015). A estrutura química das isoflavonas 
mimetiza a ação do hormônio estrogênico animal (estradiol e testosterona), devido 
as semelhanças estruturais, por isso são consideradas fitoestrogênios (UMEHARA, 
2008 e 2009). O consumo de isoflavonoides por humanos é estimulado quando há 
escassez de estrogênio, pois ajuda na proteção contra cânceres dependentes do 
hormônio natural como o câncer de mama. Desta forma, são empregados como 
suplementos dietéticos de estrogênio para a redução dos sintomas da menopausa, 
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de forma semelhante à terapia de reposição hormonal (DEWICK, 2009).
A cromatografia líquida de alta eficiência é uma técnica fundamental para 

triagem e separação de flavonoides, inclusive isoflavonoides, em extratos e frações 
de plantas (PINHEIRO E JUSTINO, 2012). Enquanto a espectrometria de massas tem 
sido amplamente utilizada na identificação destes compostos (PRASAIN et al., 2003; 
HUGHES et al., 2001). A espectrometria de massas em múltiplos estágios (MS/MS) 
interfaceada com ionização por electrospray (ESI) provou ser uma técnica valiosa 
na identificação de metabólitos, devido a elevada seletividade e resolução de íons. 
Nos últimos anos tem sido largamente empregada na identificação de estruturas e 
na diferenciação isomérica de flavonoides glicosilados (VUKICS; GUTTMAN, 2010). 
Estudos demonstraram que a posição de substituição do açúcar tem uma influência 
significativa no padrão de fragmentação dos flavonóides O-glicosilados (ABLAJAN 
et al., 2006; ES-SAFI et al., 2005).

Considerado a importância biológica de M. acutifolium, e os escassos estudos 
anteriormente realizados (OLLIS et al., 1978), o objetivo do presente trabalho é 
realizar um estudo sistemático para identificar flavonoides e isoflavonoides na fração 
aquosa da partição do extrato etanólico das folhas da espécie, empregando CLAE-
DAD e ESI-MS.

Figura 1. Biossíntese de flavonoides e isoflavonoides (Adaptado de Dewick, 2009). E1: 
chalcona sintase, E2: estilbeno sintase, E3: chalcona isomerase, E4: 2-hidroxi-isoflavanona 

sintase, E5: 2-hidroxi-isoflavanona dehidatase, E6: 2,7,4’-trihidroxi-isoflavanona-4’-O-
metiltransferase e SAM: S-adenosilmetionina.

1
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2 |  METODOLOGIA

As folhas de M. acutifolium foram coletadas em março de 2017 em Jatobá 
do Piauí - Piauí (S 04° 51’ 006”, W 42° 05’ 057”, altitude: 100 m). A espécie foi 
identificada pela bióloga Dra. Ruth Raquel Soares de Farias e uma exsicata encontra-
se depositada no Herbário Graziela Barroso da Universidade Federal do Piauí - UFPI, 
com o número de registro TEPB 31568 e cadastro de acesso SisGen nº AAB530D. O 
material vegetal foi seco e moído (1400 g) e submetido à maceração exaustiva com 
etanol (98%). O solvente foi removido em evaporador rotativo à pressão reduzida e 
a água residual por liofilização, fornecendo o extrato etanólico das folhas (EEFMa, 
74,7 g, 5,3%).

Uma alíquota de 64 g do extrato foi suspensa em 1200 mL de MeOH/H2O (1:2, 
v/v) e submetida a partição, resultando nas frações hexânica (FHFMa, 33,5 g, 52,3%), 
acetato de etila (FAEFMa, 5 g, 7,8%) e aquosa (FAFMa, 25,5 g, 39,8%). A fração 
aquosa quando analisada em cromatografia em camada delgada analítica (CCDA) 
utilizando CHCl3/MeOH/H2O (65:30:5, v/v/v) e como revelador solução de sulfato 
cérico apresentou machas amarelas características de flavonoides (CHAVES, 1997).

As análises por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE-DAD) foi 
realizada para obtenção do perfil do extrato etanólico e da fração aquosa. Estas 
análises foram realizadas em cromatógrafo Shimadzu® equipado com bomba LC-
20AT, injetor automático SIL-20AHT, detector de arranjo de diodo SPD-M20A, forno 
para coluna CTO-20A, pré-coluna C18 Shim-pack 6-SIL, coluna C-18 Shim-pack VP-
ODS de 250 mm x 4,6 mm e partícula de 5,0 μm. A fase móvel utilizada foi MeOH/
H2O-AcOH (0,2%), com eluição em gradiente de 5% a 100% de MeOH em 50 min, 
com vazão de 1 mL min-1, no comprimento de onda de 255 nm.

As amostras analisadas via CLAE-DAD foram submetidas a pré-tratamento 
(clean-up), utilizando cartucho de extração em fase sólida (1,0 x 3,5 cm - Bakerbondspe 
7020-03, C-18, 25-40 μm, J. T. Baker) e membrana filtrante de 0,45 μm. Uma alíquota 
de 2 mg foi dissolvida em 1 mL da mistura de MeOH/H2O (1:1, v/v) e aplicada em 
cartucho de extração em fase sólida, ambientado com o mesmo solvente e eluído 
com 1 mL de MeOH/H2O (1:1, v/v), em seguida 20 μL do eluato foi analisado por 
CLAE-DAD.

Os espectros de massas foram adquiridos por inserção direta em espectrômetro 
de massas com analisador armadilha de íons (ITMS, AmaZon X, Bruker Daltonics), 
equipado com fonte de ionização por electrospray (ESI). As condições utilizadas 
para as análises foram: fonte de ionização ESI no modo íon negativo, [ESI(−)], faixa 
de m/z 100-1500, fluxo da seringa 3,0 µL min-1, voltagem do capilar 4,5 kV, fluxo do 
gás de secagem (N2) 9,0 L min-1, pressão de nebulização 50 psi e temperatura da 
fonte 350 °C. Para as análises em MSn, os parâmetros energia de colisão, amplitude 
do sinal, tempo de aquisição de dados e radiofrequência foram ajustados para cada 
sinal, a fim de obter informações estruturais a partir do íon precursor. O tratamento 
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dos dados foi realizado em software Compass 1.3 Data Analysis (versão 4.0, Bruker 
Daltonics).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

O perfil CLAE-DAD do extrato etanólico e da fração aquosa das folhas de M. 
acutifolium, usando a mesmas condições cromatográficas, revelaram perfis químicos 
semelhantes, com a presença de duas bandas de elevada intensidade (b e d, Figura 
2). Os espectros UV dos compostos correspondentes a estas bandas apresentaram 
máximos de absorção característicos de flavonóis, na região de 300 a 380 nm 
e 240 a 280 nm referentes aos sistemas cinamoil (banda I) e benzoil (banda II), 
respectivamente. A presença de isoflavonoides é evidenciada pela absorção entre 
245 e 270 nm e absorção de baixa intensidade referente a banda I, devido a fraca ou 
nenhuma conjugação entre os anéis A e B, o que diferencia estas duas classes de 
compostos (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970). Os espectros UV sugerem que 
as bandas a, b e c são isoflavonoides, enquanto que d trata-se de um flavonoide.

A comparação dos cromatogramas da fração aquosa com os dos padrões 
de flavonoides rutina e quercetina, que são comumente encontrados em plantas, 
especialmente da família Fabaceae, sugeriu a ocorrência de rutina (tR=27,8 min) e 
ausência de quercetina (tR= 33,3 min) na fração aquosa (Figura 3).

Figura 2. Perfil cromatográfico do extrato etanólico (EEFMa) e da fração aquosa das folhas 
(FAFMa) de M. acutifolium. Fase Móvel: MeOH/H2O-AcOH (0,2%), gradiente: 0-50 min, 5-100% 

MeOH; vazão da fase móvel 1,0 mL min-1, coluna C18, l = 255 nm.
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Figura 3. Comparação da fração aquosa de M. acutifolium com os padrões rutina (tR = 27,8 
min) e quercetina (tR = 33,3 min). Fase Móvel: MeOH/H2O-AcOH (0,2%), gradiente: 0-50 min, 

5-100% MeOH; vazão da fase móvel 1,0 mL min-1, coluna C18, l = 255 nm.

O fingerprint  da fração aquosa (Figura 4), obtido por espectrometria de massas, 
indicou a presença de flavonóis e isoflavonoides. Foram identificados sete compostos, 
sendo 2 isoflavonoides (6 e 7) e os demais são flavonóis (Figura 5 e Tabela 1). 
A investigação do MS2 do íon m/z 609 [M-H]- apresentou os íons fragmentos m/z 
463 e 301 indicando a perda consecutiva de ramnose (146 Da) e glicose (162 Da), 
respectivamente, e que são característicos da rutina (3), enquanto que o MS3 do 
m/z 301 apresentou os íons fragmentos m/z 283, 271, 255, 179 e 151 confirmando a 
quercetina como aglicona (Tabela 1, Figura 6) (ABLAJAN et al., 2006). 

O MS2 do fragmento m/z 755 [M-H]- apresentou o íon fragmento m/z 609 [M-
H-146]- indicando a perda de ramnose e o MS3 mostrou fragmentação idêntica a 
atribuída para a rutina (m/z 609), sugerindo portanto, a presença do composto 
quercetina-3-O-rutinosil-7-O-ramnosídeo (2) (CUPRI, GENGHI, ANTONACCI, 2014).
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Figura 4. Fingerprint ESI-MS [M-H]- da fração aquosa (A) e a expansão da região de m/z 250 a 600 
(B)

Figura 5. Estrutura dos compostos identificados por ESI-MS.

Compostos [M-H]- MSn (%)
canferol-3-O-rutinosil-7-O-
diramnosídeo (1) 885 MS2[885]: 739(100), 593(2)

MS3[739]: 593(25), 575(73), 285(100), 255(49)
quercetina-3-O-rutinosil-7-O-
ramnosídeo (2) 755 MS2[755]: 609(100), 593(7), 447(6) 301(21), 271(3)

MS3[609]: 593(6), 301(100), 271(23), 227(10)

rutina (3) 609 MS2[609]: 463(13), 301(100)
MS3[301]: 283(24), 271(100), 255(34), 179(98), 151(78)

canferol-3-O-rutinosídeo (4) 593 MS2[593]: 285(100), 447(81), 284(31), 257(4), 227(10)
MS3[447]: 327(7), 285(100), 255(16)

canferol-3-O-glicosídeo (5) 447 MS2[447]: 327(7), 285(100), 255(16)
MS3[285]: 255(38), 227(35)

daidzeína--8-C-glicosídeo (6) 415 MS2[415]: 397(13), 379(96), 295(4), 267(19), 249(14)
genisteína (7) 269 MS2[269]: 241(15), 225(30), 197(25), 143(6)

Tabela 1. Identificação de flavonóis e isoflavonoides da fração aquosa de M. acutifolium
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A fragmentação da rutina pode ser utilizada como um padrão de fragmentação 
para o estudo de outros flavonóis, incluindo as agliconas bem como os derivados 
mono e di-glicosilados. Nos espectros de massas dos isoflavonoides se observa uma 
série de perdas neutras regulares de 28 Da, 44 Da, 56 Da, 72 Da e 84 Da, geralmente 
atribuídas a perdas de CO, CO2, 2xCO, CO+CO2 e 3xCO, respectivamente (MARCH 
et al., 2004; ZHAO et al., 2018). Estas fragmentações características são usadas na 
distinção entre os flavonóis e isoflavonoides. Para os flavonóis as fragmentações são 
mais complexas do que para as isoflavonoides, por exemplo, diferentes padrões de 
hidroxilação podem produzir íons como [M-H-C3O2]-, [M-H-C2H2O]- ou [M-H-CH2O]-, 
que são perdas de 68 Da, 42 Da e 30 Da, respectivamente (YE et al., 2012).

Figura 6. Proposta de fragmentação para o flavonol rutina (3, m/z 609).

O MS2 do fragmento m/z 885 [M-H]- apresentou os íons fragmentos m/z 739 [M-
H-146]- e 593 [M-H-146]- indicando a perda de duas ramnoses e o MS3 do m/z 739 
apresentou os fragmentos m/z 593 [M-H-146]- e 575 [M-H-162]- indicando a perda 
de ramnose e glicose, respectivamente, enquanto que m/z 285 e 255 indicam que 
aglicona é o canferol, sugerindo a ocorrência do flavonoide canferol-3-O-rutinosil-7-
O-diramnosídeo (1) (BRESCIANI et al., 2015).

Os íons fragmentos m/z 593 e 447 são derivados do canferol-3-O-rutinosil-7-O-
diramnosídeo, uma vez que apresentam diferença de valores de m/z correspondentes 
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a duas e três unidades de ramnose, respectivamente. Isto sugere a presença dos 
flavonóis canferol-3-O-rutinosídeo (4) e o canferol-3-O-glicosídeo (5), o que é 
comprovado pelo MS3 destes fragmentos (CUPRI, GENGHI, ANTONACCI, 2014), 
como mostrado na Tabela 1.

O espectro de massas da fração aquosa da espécie M. acutifolium apresentou 
picos com fragmentações características de isoflavonoides (MARCH et al., 2004). 
A investigação do MS2 do m/z 269 [M-H]- mostrou a presença dos fragmentos m/z 
241 [M-H-CO]-, 225 [M-H-CO2]-, 197 [M-H-CO2-CO]- e 143 [M-H-C6H6O3]- que são 
característicos da genisteína (7), como mostra a proposta de fragmentação na Figura 
7 (ZHAO et al., 2018). Embora a genisteína seja um isômero da flavona apigenina 
os padrões de fragmentação são bem diferentes. Na apigenina são observados 
fragmentos com m/z 151 [M-H-C8H6O]-, 149 [M-H-C7H5O2]-, 121[M-H-C8H5O3]- e 117 
[M-H-C7H4O4]- (TROALEN et al., 2014).

Figura 7. Proposta de fragmentação para o isoflavonoide genisteína (7, m/z 269) (Adaptado de 
Zhao et al., 2018).

O MS2 do m/z 415 [M-H]- apresentou os fragmentos m/z 397 [M-H-H2O]- e 
379 [M-H-H2O-H2O]- indicando perdas sucessivas de água que podem caracterizar 
isoflavonoides do tipo C-glicosilados (ZHAO et al., 2018). Adicionalmente observou-
se os fragmentos m/z 295, 267 e 249 correspondentes as perdas de C4H6O3, CO e 
H2O, respectivamente (Figura 8), os quais permitem sugerir a presença da daidzeína-
8-C-glicosídeo (6) (ZHAO et al., 2018, ABLAJAN, 2010).
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Figura 8. Proposta de fragmentação para daidzeína-8-C-glicosídeo (6) (Adaptado de ZHAO et 
al., 2018).

4 |  CONCLUSÃO

O estudo da fração aquosa das folhas de M. acutifolium por cromatografia 
líquida de alta eficiência com detecção por arranjo de diodo sugeriu a presença de 
flavonóis e isoflavonoide. A análise dos espectros UV e a comparação com padrões 
autênticos de rutina e quercetina confirmou a presença da rutina. A investigação 
por espectrometria de massas permitiu a identificação dos flavonoides canferol-3-O-
rutinosil-7-O-diramnosídeo (1), quercetina-3-O-rutinosil-7-O-ramnosídeo (2), rutina 
(3), canferol-3-O-rutinosídeo (4) e canferol-3-O-glicosídeo (5) e dos isoflavonoides 
daidzeína-8-C-glicosídeo (6) e genisteína (7). Este é o primeiro relato dos compostos 
1 a 7 no gênero Machaerium.
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