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Capítulo 2

ANÁLISE METABOLÔMICA DE SAPONINAS 
EM MACHAERIUM ACUTIFOLIUM POR 
UHPLC-ESI-MS/MS

Charlyana de Carvalho Bento
Gabriel Sardinho Greggio

Renan Canute Kamikawachi
Ângela Lúcia Bagnatori Sartori

Miriam Sannomiya

2.1 Introdução

A Metabolômica é a ciência que estuda o metabolismo e os metabóli-
tos, moléculas importantes para a fisiologia celular e respostas ao ambiente 
onde o organismo está inserido. Esses dados são geralmente obtidos por 
meio de experimentos de cromatografia associados a espectrometria de 
massas, como Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) ou 
Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). A identificação dos 
metabólitos secundários presentes nessas espécies é realizada através de 
comparações com banco de dados, como o caso do Global Natural Product 
Social Molecular Networking (GNPS) (Pilon et al., 2020). Os metabólitos secun-
dários são moléculas orgânicas produzidas por microrganismos ou plantas, 
que não são essenciais para suas atividades primárias, como obtenção de 
energia e mantimento de funções vitais, mas podem trazer vantagens para 
o crescimento, proteção e adaptação deles (Seker; Erdogan, 2023).

A exploração do potencial dessas moléculas oriundas de plantas 
permite sua aplicação em diversas áreas e com efeitos promissores, desde 
a agricultura até a saúde humana. O aproveitamento desse potencial bio-
lógico pode gerar desde agroquímicos com menor potencial destrutivo, o 
que poderia colaborar ao Objetivo de Desenvolvimento Sustentável (ODS) 
14 (Vida na água) e a ODS 3 (Saúde e bem-estar), através do desenvol-
vimento de fármacos sustentáveis e importantes para a saúde humana 
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(Menezes et al., 2019). Assim, pesquisas que vislumbram contribuir para o 
conhecimento da metabolômica da biodiversidade brasileira, valorizam os 
conhecimentos tradicionais e podem agregar valor econômico ao material 
vegetal de nosso país. O estudo de espécies do gênero Machaerium, inte-
grante da família da Fabaceae, conhecido popularmente como jacarandá, 
pode ser de grande relevância (Flora do Brasil, 2024).

Na medicina tradicional, o chá de cascas de espécies pertencentes a 
esse gênero é utilizado para fins antidiarreicos, antiúlcera e tratamento de 
cólicas (Amen et al., 2015). Até o presente momento, cerca de 130 espécies 
foram descritas no gênero (WFO Plant List, 2024). Cerca de 17% dessas 
espécies foram estudadas sob o ponto de vista químico ou biológico. Den-
tre as espécies estudadas estão Machaerium acutifolium, M. amplum, M. 
aristulatum, M. eriocarpum, M. floribundum, M. hirtum, M. incorruptibile, M. 
kuhlmannii, M. multiflorum, M. nictitans, M. pedicellatum, M. vestitum e M. 
villosum (Alves et al., 1966; Bento et al., 2018; Carvalho et al., 2022; Dourado et 
al., 2024; ElSohly; Joshi; Nimrod, 1999; Imamura et al., 1982; Kurosawa et al., 
1978; Lopes et al., 2020; Muhammad et al., 2001; Tahira et al., 2022; Waage; 
Hedin; Grimley, 1984). De acordo com as análises químicas dessas espécies 
foram isolados ou identificados sesquiterpenos, triterpenos, esteróides, 
cinamilfenóis, ubiquinonas, hexahidrocanabinois, alcalóides, proanto-
cianidinas, flavonóides e saponinas. Os extratos apresentam uma variada 
atividade biológica, tais como antimalárica contra Plasmodium falciparum 
W-2 com IC50 de 120 ng/mL (Muhammad et al., 2001). O extrato de M. mul-
tiflorum apresentou atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus 
(IC50 0,65 μg/mL). Enquanto o extrato das folhas de M. hirtum apresenta 
ação anti-inflamatória e efeito anti-inoceptivo (Lopes et al., 2020). O extrato 
das folhas de M. villosum apresentou ação antifúngica frente a Cryptococcus 
neoformans com CIM de 16 μg/ml. As isoflavonas isoladas do extrato de M. 
aristulatum apresentaram atividade antigiardial com IC50 de 0,28 a 1,9 μg/
mL (ElSohly; Joshi; Nimrod, 1999). A proatocianidina isolada de M. flori-
bundum apresentou atividade contra a bactéria Pseudomonas maltophilia.

Esses dados evidenciam a relevância da continuidade dos estudos 
que envolvem extratos de espécies de Machaerium. Conforme a literatura, 
o extrato das folhas da espécie M. acutifolium já foi previamente estudada 
por injeção direta em um espectrômetro de massa com um analisador de 
armadilha de íons equipado com uma fonte de ionização por eletrospray 
(DI-ESI-MS/MS). Os autores descreveram a identificação de flavonóis, 
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isoflavonóides e um biflavonóide. De acordo com a medicina tradicional, 
as cascas do caule de M. acutifolium são adstringentes, enquanto suas 
folhas são empregadas como cataplasma para feridas e contusões (Filardi; 
Garcia; Carvalho-Okano, 2007). No entanto, até o momento não se tem 
estudos que envolvam o extrato dos galhos dessa espécie. Assim, esse 
trabalho tem como objetivo realizar o estudo metabolômico dos extratos 
dos galhos e folhas de M. acutifolium por HPLC-ESI-ITMS/MS.

2.1 Metodologia

Material vegetal

A coleta de galhos e folhas de Machaerium acutifolium foi realizada 
pela taxonomista Prof.ᵃ Dr.ᵃ Ângela Lúcia Bagnatori Sartori nas coordenadas 
geográficas: 20º30’18” S e 54º37’2” W, região do Campo Grande, Mato Grosso 
do Sul, Brasil. A exsicata desse material vegetal encontra-se depositada no 
Herbário CGMS da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul sob a iden-
tificação CGMS 78108 e seu registro no SisGen tem o protocolo AAC0301.

Obtenção dos extratos

O material vegetal foi seco em uma estufa de ventilação a 40 °C 
por 15 dias. Em seguida, galhos e folhas foram separados, cortados em 
pedaços menores e moídos separadamente em um moinho de facas. O 
pó de cada órgão foi submetido ao processo de extração por percolação 
exaustiva utilizando etanol 70% (Migliato et al., 2011). O processo envol-
veu 510 g do pó das folhas e 300 g do pó dos galhos com etanol 70% (v/v), 
separadamente. A taxa de fluxo do percolador foi ajustada para aproxi-
madamente 30 gotas/min. Após a extração, o solvente foi removido em 
um evaporador rotativo sob pressão reduzida a uma temperatura de 40 
°C. Após a secagem, obteve-se um sólido marrom escuro de 106,0 g para 
o extrato das folhas de M. acutifolium (Macf, 20,8%) e 48,0 g do extrato 
dos galhos de M. acutifolium (Macg, 16,0%).

Análise por UHPLC-ESI-IT-MS/MS

As análises de espectrometria de massas foram realizadas em um 
espectrômetro de massas LCQ FLEET (UHPLC-PDA-ESI-IT-MSn, Thermo 
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Scientific®). Para a separação cromatográfica, foi utilizado o sistema 
UHPLC-ESI-IT-MSn, com uma coluna de fase reversa Acquity UPLC® BEH 
C18 (2,1 x 50 mm 1,7 μm), no modo gradiente: 0-1,5 min (12-15% ACN); 
1,5-4 min (15-25% ACN); 4-5,5 min (25-29% ACN); 5,5-7 min (29-32% 
ACN); 7-8,5 min (32-50% ACN); 8,5-10 min (50-65% ACN); 10-12,5 min 
(65-70% ACN); 12,5-14 min (70% ACN); 14-17 min (70-100% ACN) e 17-20 
min (100% ACN) com uma taxa de fluxo de 0,350 mL/min, temperatura 
do capilar de 350 °C, nitrogênio como gás de nebulização e vácuo de 1,14 
Torr. As fases móveis utilizadas foram água (A) e acetonitrila (B), ambas 
acidificadas com 0,1% de ácido fórmico. As matrizes estudadas foram 
analisadas no modo de ionização por electrospray (ESI) e as fragmenta-
ções em múltiplos estágios (MS2, MS3 e MSn) foram realizadas em uma 
interface do tipo armadilha de íons (IT). O modo negativo foi escolhido 
para a geração e análise dos espectros de massas de primeira ordem (MS), 
bem como para os outros experimentos de múltiplos estágios (MSn) nas 
seguintes condições: voltagem do capilar -4 V, voltagem de spray -5 kV. 
A faixa de aquisição foi de m/z 50-2000, com dois ou mais eventos de 
varredura realizados simultaneamente no espectrômetro de massas LCQ.

O primeiro evento foi uma varredura completa do espectro de massas 
para adquirir os dados dos íons na faixa de m/z estabelecida. Os outros 
eventos de MSn foram realizados a partir dos dados dessa primeira varre-
dura para íons precursores pré-selecionados com energias de colisão de 
25 e 30% da energia total do instrumento. A FIA-ESI-IT-MSn foi realizada 
nas seguintes condições: nitrogênio como gás de nebulização; temperatura 
do capilar ajustada a 350 °C; vácuo de 1,14 Torr e taxa de fluxo de 5 µL/
min. Para a aquisição e processamento dos dados espectrométricos, foi 
utilizado o software Xcalibur (Thermo Scientific®).

3 Resultados e discussões

As técnicas de análise UHPLC-IT-ESI-MS/MS e de redes molecula-
res do GNPS foram aplicadas para identificar a composição química dos 
extratos de M. acutifolium. Para a identificação putativa dos metabólitos 
secundários, estabeleceu-se um score de cosseno maior que 0,7 na aná-
lise de redes moleculares. Conforme a rede molecular, observa-se que as 
saponinas com esqueleto de hederagenina são observadas apenas nos 
galhos, enquanto as soyasaponinas são observadas em ambos os órgãos 
dessa espécie (Figura 1).
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Para se obter mais informações sobre os constituintes químicos 
presentes nos extratos, foi realizada análise por UHPLC-IT-ESI-MS/MS 
e, conforme os estudos dos íons precursores e seus íons produtos, com 
dados da literatura e do banco de dados GNPS, foi possível identificar 
duas saponinas (1 e 2) no extrato das folhas de M. acutifolium. Enquanto 
nos galhos foram identificadas 9, sendo quatro delas de esqueleto do tipo 
soyasapogenol A (3, 4, 5), três do tipo Soyasapogenol B (1, 2 e 8), duas de 
esqueletos do tipo Soyasaponina Be (9), e dois esqueletos de hederagenina 
(6 e 7) (Tabela 1).

Identificação das saponinas por UHPLC-ESI-MS/MS

A identificação das saponinas triterpênicas foi realizada utilizando 
cromatografia líquida de ultra alta eficiência com ionização por elec-
trospray e espectrometria de massas em tandem (UHPLC-ESI-MS/MS) 
em modo negativo. As saponinas estão presentes nas folhas e galhos 
de M. acutifolium.

Figura 1 – Análise por rede molecular dos extratos de folhas e galhos de M. acutifolium 
destacando as saponinas identificadas por espectrometria de massas (modo negativo)

De acordo com Pollier et al. (2011), as clivagens glicosídicas das 
saponinas obtidas no espectro de MS/MS fornecem informações sobre os 
resíduos de açúcar e a aglicona da saponina. Normalmente, os resíduos 
de açúcar são hexoses (glicose e galactose), deoxi-hexoses (ramnose), 
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pentoses (xilose e arabinose) e ácido urônico (ácido glucurônico). Os 
espectros de MS/MS mostram perdas típicas, como água (-18 Da), resíduo 
de galactosídeo/glicosídeo (-162 Da), resíduo de ramnosídeo (-146 Da), 
arabinose (-150 Da) e ácido glucurônico (-158 Da), todas essas fragmen-
tações são compatíveis com os grupos laterais mencionados.

Nos espectros de fragmentação de MS/MS das saponinas foram 
detectados os íons fragmentos de m/z 453 e 473 Da, os quais são caracte-
rísticos das agliconas triterpênicas. Doze dessas agliconas (Soyasapogenol 
A, B; Soyasaponina Be; Hederagenina) são do tipo oleanano. A literatura 
indica que apenas a saponina 1 foi previamente observada no extrato 
hidroetanólico das folhas de M. amplum (Tahira et al., 2022), enquanto 
as outras estão sendo descritas pela primeira vez no gênero Machaerium.

Os triterpenos abrangem uma variedade de mais de 100 tipos dife-
rentes de esqueletos, dentre eles pentacíclicos do tipo oleanano, os quais 
são abundantes em diversas plantas (Garg et al., 2020). Eles quando asso-
ciados a unidades glicosídicas são denominados saponinas. As saponinas 
são uma classe de substâncias de alto peso molecular que possui como 
aglicona triterpenóide e/ou de esteroide contendo açúcar(es) (Singh; 
Chaudhuri, 2018). A cadeia glicosídica pode ser consistida de açúcares 
como glicose, galactose, rhamnose, xilose etc. (Nguyen et al., 2020).

Tabela 1 – Substâncias identificados por análise por UHPLC-IT-ESI-MS/MS do extrato 
hidroetanólico das folhas (Macf) e galhos (Macg) de M. acutifolium Vogel

Número 
Com-
posto

Tempo 
de Re-
tenção 
(min)

[M-H]- Íon fragmen-
tos (m/z)

Compostos 
Identifica-

dos

Parte 
da 

Planta

Referên-
cias

1 35,95 941 923; 879; 733

dHex-Hex-
-HexA-Soya-
sapogenol B 
(isômero 1)

Macf

Pollier et 
al., 2011; 
Tahira, 
2021

2 39,62 941 923; 879; 733

dHex-Hex-
-HexA-Soya-
sapogenol B 
(isômero 2)

Macf

Pollier et 
al., 2011; 
Tahira, 
2021
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Número 
Com-
posto

Tempo 
de Re-
tenção 
(min)

[M-H]- Íon fragmen-
tos (m/z)

Compostos 
Identifica-

dos

Parte 
da 

Planta

Referên-
cias

3 33,7 957
939; 895; 811; 
767; 749; 631; 

613; 541; 473; 453

dHex-Hex-
-HexA-Soya-
sapogenol A 
(isômero 1)

Macg

Pollier et 
al., 2011; 
Llorent-
Martínez et 
al., 2015

1 34,7 941 923; 879; 733

dHex-He-
x-HexA 
Soyasapogenol 
B (isômero 1)

Macg

Pollier et 
al., 2011; 
Tahira, 
2021

4 35,1 811
793; 749; 649; 

473

Hex-HexA-
Soyasapogenol 
A (isômero 1)

Macg
Nascimento 
et al., 2019

5 35,6 957
939; 895; 811; 

649; 473

dHex-Hex-
-HexA-Soya-
sapogenol A 
(isômero 2)

Macg

Pollier et 
al., 2011; 
Llorent-
Martínez et 
al., 2015

6 35,6 955
937; 911; 893; 

809; 747; 629; 
611; 539; 471

dHex-Hex-
-HexA-Hede-
ragenina

Macg
Pollier et 
al., 2011

7 37,3 809
747; 647; 629; 

585; 567; 471; 451
Hex-HexA-
Hederagenina

Macg
Pollier et 
al., 2011

2 40,0 941 923; 879; 733

dHex-Hex-
-HexA-Soya-
sapogenol B 
(isômero 2)

Macg

Pollier et 
al., 2011; 
Tahira, 
2021

8 41,1 941 923; 879; 733

dHex-Hex-
-HexA-Soya-
sapogenol B 
(isômero 3)

Macg

Pollier et 
al., 2011; 
Tahira, 
2021
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Número 
Com-
posto

Tempo 
de Re-
tenção 
(min)

[M-H]- Íon fragmen-
tos (m/z)

Compostos 
Identifica-

dos

Parte 
da 

Planta

Referên-
cias

9 44,2 939
921; 877; 793; 

631; 455
Soyasaponina 
Be (isômero 1)

Macg

Pollier et 
al., 2011; 
Negri; 
Tabach, 
2013; 
Nascimento 
et al., 2019

As soyasaponinas são basicamente divididas com base ao esqueleto 
e as formas do glicosídeo, sendo elas dos tipos A, B e 2,3-di-hidro-2,-
5-di-hidroxi-6-metil-4H-pirano-4-ona. As soyasaponinas do grupo Be, 
apresentam na posição C-3 um monossacarídeo e ausência de um grupo 
hidroxílico em C-21.

A Soyasapogenol B, a parte aglicona do grupo B soyasaponina, pode 
ser encontrada na soja e pode ser obtida a partir de tratamento térmico e 
hidrólise ácida, fazendo que assim seja encontrada em produtos comer-
ciais com base de soja. As soyasaponinas do grupo A, por sua vez tem uma 
hidroxila em C-21 e duas porções de açúcares ligadas separadamente nas 
posições C-3 e C-22 da soyasapogenol A (Guang et al., 2014).

De acordo com Sasaki et al. (2005), a soyasapogenol A reduz o número 
de células inflamatórias infiltrantes no fígado e o nível elevado de TNF-α 
plasmático prevenindo os danos ao fígado no modelo de camundongo com 
hepatite induzida por ConA. A saponina soysapogenol A e seus derivados 
exibem atividade inibitória na liberação de NO com valores de IC50 de 16,70 
a 22,09 μM, indicando seu potencial anti-inflamatório (Zhou et al., 2021). 
Duas saponinas do tipo soysapogenol A diminuem a hipercolesterolemia 
e inflamação em camundongos APOE (Xie et al., 2020). A saponina de 
esqueleto de Hederagenina isolado do extrato de Stauntoni hexaphylla 
apresentou atividade anti-inflamatória no ensaio de óxido nítrico (NO) 
com efeito inibitório de IC50 = 0,59 μM (Vinh et al., 2019). A presença de 
mais derivados de soyasapogenol e hederagenina no extrato dos galhos 
pode indicar que ele tenha um maior potencial anti-inflamatório e justi-
ficar seu uso popular no tratamento de inflamações.
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2.4 Considerações finais

O estudo de metabolômica dos extratos de galhos e folhas de Machae-
rium acutifolium indica uma maior diversidade de saponinas nos galhos. 
As análises revelaram a presença significativa de saponinas triterpênicas, 
destacando a predominância de soyasaponinas e derivados de hederage-
nina, com importantes propriedades anti-inflamatórias. Esses resultados 
não apenas justificam o uso tradicional dos galhos no tratamento de 
inflamações, mas também sugerem novas possibilidades para o desen-
volvimento de produtos terapêuticos a partir de compostos naturais. A 
pesquisa contribui para o entendimento da diversidade química desta 
espécie, valorizando o conhecimento tradicional e potencializando seu 
uso em aplicações farmacêuticas futuras.
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