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RESUMO 

Atualmente, a Região Amazônica, em função da sua biodiversidade apresenta um crescente 

interesse na busca por espécies vegetais que sintetizem compostos bioativos. Dentro desse 

contexto, o muricizeiro (Byrsonima crassifolia) e o ingazeiro (Inga edulis) destacam-se, pois 

apresentam elevados conteúdos fenólicos em extratos de suas folhas em relação a outras 

plantas amazônicas contribuindo assim para capacidade antioxidante. Não obstante torna-se 

importante a avaliação de outros compostos antioxidantes presentes nestas matrizes 

amazônicas, além dos compostos fenólicos, visto que contribui para a caracterização mais 

abrangente dos compostos responsáveis por essa capacidade. Assim é importante verificar a 

presença de outras moléculas com tais propriedade, como por exemplo, os esteroides vegetais 

(fitoesteróis) e os terpenoides. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi estudar os compostos 

antioxidantes de duas matrizes vegetais amazônicas, avaliando a sua capacidade antioxidante, 

purificação e a identificação dos principais compostos responsáveis por essa capacidade. Os 

testes fitoquímicos confirmaram a presença de fitoesteróis e terpenoides na fração acetato de 

etila e metanólica respectivamente para a Byrsonima crassifolia e para o Inga edulis a fração 

metanólica foi à fração que se apresentou positiva para os testes. A capacidade antioxidante 

determinada pelo método ORAC e DPPH indicaram que tanto os extratos brutos quanto as 

frações apresentam essa propriedade, em maior ou menor nível, com destaque para as frações 

metanólicas. As frações metanólicas das diferentes espécies apresentam alto teor em 

polifenóis totais, além da presença de fitoesteróis e terpenoides contribuindo assim como alto 

valor de ORAC e DPPH, indicando que os compostos presentes nas frações metanólicas 

possuem boa capacidade antioxidante. Apesar de a fração acetado de etila ter apresentado o 

menor valor de capacidade antioxidante e ser a fração com resultado positivo para esteroides 

vegetais para a Byrsonima crassifolia, o estudo pode evidenciar a importância da 

concentração elevada desse composto para a maior capacidade antioxidante. Os resultados 

obtidos neste trabalho contribuem para o conhecimento de novos compostos bioativos 

responsáveis pela capacidade antioxidante dos extratos vegetais das espécies amazônicas.  

Palavras-chaves: Byrsonima crassifolia, Inga edulis, capacidade antioxidante, compostos 

bioativos. 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Currently, the Amazon region, according to its biodiversity has a growing interest in the 

search for species that synthesize bioactive compounds. In this context, the “muricizeiro” 

(Byrsonima crassifolia) and “ingazeiro” (Inga edulis) stand out, as have high phenolic content 

in extracts of its leaves in relation to other Amazonian plants thus contribute to antioxidant 

capacity. Nevertheless it is important to the evaluation of other antioxidant compounds 

present in these matrices Amazon, in addition to phenolic compounds, as they contribute to 

the more comprehensive characterization of the compounds responsible for this capacity. 

Thus it is important to check the presence of other molecules with such property, for example, 

plant sterols (phytosterols) and terpenoids. Thus, the objective of this work was to study the 

antioxidant compounds of two Amazonian plants, evaluating their antioxidant capacity, 

purification and identification of the main compounds responsible for this ability. 

Phytochemicals tests confirmed the presence of phytosterols and terpenoids in ethyl acetate 

fraction and methanol respectively to Byrsonima crassifolia and the Inga edulis the 

methanolic fraction was the fraction that was positive for the tests. The antioxidant capacity 

determined by ORAC and DPPH indicated that both crude extracts as fractions have this 

property, in greater or lesser degree, especially the fractions methanolic. The methanolic 

fractions of different species have high content of total polyphenols and the presence of 

phytosterols and terpenoids thereby contributing to high ORAC value and DPPH, indicating 

that the compounds in methanolic fractions had good antioxidant activity. Although the ethyl 

acetate fraction having submitted the lowest antioxidant capacity and be the fraction with 

positive for steroids vegetables Byrsonima crassifolia, the study may highlight the importance 

of high concentration of this compound for the most antioxidant capacity. The results of this 

study contribute to the knowledge of new bioactive compounds responsible for antioxidant 

capacity of plant extracts of Amazonian species. 

 

Keywords: Byrsonima crassifolia, Inga edulis, antioxidant capacity, bioactive compounds. 
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INTRODUÇÃO 

Os estudos dos compostos bioativos com capacidade antioxidante têm despertado 

grande interesse devido principalmente às descobertas da ação deles sobre os radicais livres 

no organismo. Por outro lado às formas de interações moleculares e mecanismos de 

bioatividade desses compostos proporcionam um desafio para os cientistas (BARREIROS, 

2006; HEMAMALINI et al., 2013). 

A utilização de antioxidantes sintéticos para prolongar a estabilidade dos produtos 

alimentícios durante processamento e estocagem é frequentemente utilizada na indústria, 

entretanto estas substâncias vêm sendo relacionadas com efeitos danosos a saúde. Assim, a 

busca por antioxidantes de fontes naturais que possam substituir os sintéticos tem recebido 

muita atenção por parte do segmento industrial e acadêmico (BOTTERWECK et al., 2000; 

DAHANUKAR; KULKANI; REGE, 2000; DECKER, 2008; MATKOWSKI, 2008). 

A região Amazônica, em função de sua enorme biodiversidade vegetal ainda pouco 

investigada, mostra-se como uma importante fonte de vegetais que apresentam elevados 

teores de compostos bioativos (SILVA et al., 2007a; SOUZA et al., 2007). Dentre as fontes 

vegetais destacam-se o muricizeiro (Byrsonima crassifolia) e o ingazeiro (Inga edulis) 

espécies selecionadas a partir de estudos prévios que mostraram elevados valores de 

capacidade antioxidante e de conteúdo fenólico em extratos de suas folhas em relação a outras 

plantas amazônicas (SILVA et al., 2007b; SOUZA et al. 2008).   

A busca por novos compostos responsáveis pela capacidade antioxidante, além dos 

compostos fenólicos dessas matrizes vegetais, têm tido um intenso interesse de pesquisas. 

Assim é importante verificar a presença de outras moléculas com propriedades antioxidantes, 

como por exemplo, os esteroides vegetais (fitoesteróis) e os terpenoides.  

Várias pesquisas sugerem que fitoesteróis, tais como β-sitosterol, é responsável, pelo 

menos em parte, por efeitos protetores contra as espécies reativas de oxigênio (YOSHIDA; 

NIKI, 2003; VIVACONS; MORENO, 2005). Os fitoesteróis apresentam potencial 

antioxidante e diversas funções a nível molecular, acredita-se que ele reduz o risco de doenças 

cardiovasculares e certos tipos de câncer. Ao longo dos últimos anos, seus efeitos benéficos à 

saúde resultaram em um grande interesse em quantifica-los em matrizes vegetais. Nas plantas, 

mais de 200 tipos diferentes de fitoesteróis têm sido relatados, sendo os mais abundantes β-

sitosterol, campesterol e estigmasterol (COSTA, 2010). Outra importante classe são os 

terpenóides, tais como o linalol, que apresentam capacidade antioxidante (GRASSMAN, 
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2005; CARVALHO; FONSECA, 2006). Tanyildizi et al. (2009) evidenciaram o efeito 

antioxidante do linalol associado à diminuição da formação de malondialdeídos (MDA) na 

peroxidação lipídica induzida. Em outro estudo, Celik e Oskaya (2002) demonstraram que o efeito 

inibitório da peroxidação lipídica atribuído ao linalol é comparável a do α-tocoferol e do ácido 

lipóico, podendo dessa forma proteger ácidos graxos insaturados, com perspectiva de uso em 

terapias complementares aos danos causados pelo estresse oxidativo.  

Em virtude das propriedades terapêuticas dos compostos citados, o interesse em 

quantificá-los tem crescido. O estudo destas plantas amazônicas, ricas em compostos 

bioativos, pode favorecer a descoberta de novos compostos antioxidantes, fato que auxiliaria 

no desenvolvimento econômico e tecnológico da região. 
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I.1 OBJETIVO GERAL 

Estudar os compostos bioativos de duas matrizes vegetais amazônicas, avaliando a sua 

capacidade antioxidante, purificação e a identificação dos principais compostos responsáveis 

por essa capacidade. 

I.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Realizar testes fitoquímicos para identificação de terpenóides, esteroides vegetais e 

compostos fenólicos nas folhas de B. crassifolia e I. edulis;  

 Avaliar a concentração em terpenóides totais, esteroides totais e compostos fenólicos 

totais em extratos e frações das folhas de B. crassifolia e I. edulis;  

 Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos e das frações obtidas; 

 Avaliar o perfil cromatográfico dos extratos e frações obtidas; 
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II.1 MATRIZES VEGETAIS AMAZÔNICAS 

II.1.2 BYRSONIMA CRASSIFOLIA 

O gênero Byrsonima tem aproximadamente 150 espécies nativas da América tropical 

(SANNOMIYA et al., 2007).  A B. crassifolia (Figura 1) popularmente conhecida como 

“muricizeiro” é uma árvore tropical da família das Malpighiaceae que pode ser encontrada no 

México, América Central e do Sul (MARTÍNEZ-VÁZQUEZ et al, 1999, CARVALHO;  

NASCIMENTO, 2013). As folhas e cascas são usadas na medicina popular para tratar tosses, 

dermatoses fúngicas, diarreia e mordida de cobra (BEJAR et al., 1995; MARTÍNEZ-

VÁZQUEZ et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Folhas de Byrsonima crassifolia. (Fonte: Arquivo pessoal). 

As propriedades terapêuticas desta planta têm sido associadas à presença de 

fitoquímicos, tais como: triterpenos, flavonóides, esteróis, ésteres aromáticos e aminoácidos 

não-protéicos (CORREA; VOZZO, 2002). Estudos fitoquímicos realizados com a espécie B. 

crassifolia identificaram a presença de ácidos fenólicos (ácido gálico e protocatecuico), 

flavanóis (catequina e epicatequina), flavonóis (quercetina-3-O-β-D-galactosídeo, quercetina-

3-O-β-D-glicosídeo, quercetina-3-O-α-D-arabinosídeo e quercetina-3-O-α-D-arabinosídeo-2”-

galato), proantocianidinas (B1 e B2), 3-O-xilosideo, rutina, hesperidina (BEJAR et al., 1995; 

SOUZA et al., 2008; HÉRENT et al., 2010; HERRERA-RUIZ et al., 2011). 
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II.1.2 INGA EDULIS 

Inga é um gênero extenso de árvore leguminosa nativa dos trópicos úmidos 

americanos. Inga edulis Mart. (Figura 2) é uma entre as mais de 300 espécies de inga da 

família Fabaceae das Leguminosas, (RICHARDSON et al.,2001). Amplamente distribuída e 

cultivada, a espécie possui muitos nomes vulgares, mostrando a sua importância para a 

população: ingá, ingá-cipó, ingá-de-metro, ingá-doce, ingá-de-macaco, ingá-macarrão, rabo-

de-mico (Brasil); guamo, guama (Colômbia, Venezuela, Costa Rica); pacae, soga, pacae 

silvestre (Peru) (FALCÃO; CLEMENT, 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Folhas de Inga edulis. (Fonte: Arquivo pessoal). 

A faixa nativa do Inga edulis é a Amazônia do Brasil, Bolívia, Peru, Equador e 

Colômbia. A espécie foi também introduzida na maior parte da América do Sul e Central. É 

tolerante a solos ácidos e tem sido bastante utilizada para prover sombra para culturas 

perenes, controle de plantas invasoras e para a cobertura do solo por meio da liteira 

acumulada (FALCÃO e CLEMENT, 2000).  

Na medicina popular esta espécie é utilizada como antidiarreico e a infusões das folhas 

é utilizada como anti-inflamatório (SILVA et al., 2007a). A quantidade de compostos 

fenólicos presentes nas folhas pode fornecer a explicação para suas propriedades medicinais. 

O extrato das folhas de Inga edulis apresenta elevada proteção contra a oxidação do LDL, 

atividade anti-hemólise, altos valores de capacidade antioxidante (Oxygen Radical 

Absorbance Capacity - ORAC e Total Radical-trapping Antioxidant Potential - TRAP) 

(SOUZA et al., 2008). Os seguintes compostos polifenólicos já foram identificados: ácidos 

fenólicos (ácido gálico), flavanóis ((+) catequina e (-) epicatequina), flavonóis (miricetina-3-

raminopiranosídeo, quercetina-3-raminopiranosídeo e quercetina-3-glicosídeo) e 
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proantocianidinas (B1 e B2). Isto sugere um elevado potencial desta espécie como fonte de 

antioxidantes naturais para uso medicinal e alimentício (SOUZA, et al., 2007; DIAS et al., 

2010). 

As propriedades antioxidantes das folhas de I. edulis têm despertado interesse na 

valorização de seus compostos bioativos. Silva et al., (2007b) otimizaram o processo de 

extração sólido-liquido maximizando a quantidade de fenólicos, flavanóis e flavonóis totais.  

II.2 ANTIOXIDANTES 

Os antioxidantes são compostos que, presentes em baixas concentrações quando 

comparadas ao substrato oxidável, apresentam efeitos sobre os radicais livres, quelando o 

oxigênio triplete e singlete ou decompondo peróxidos e consequentemente benefícios a saúde 

e bem estar do individuo (DECKER; MATKOWSKI, 2008; VASCONCELOS, 2014). 

Os radicais livres podem ser definidos como moléculas ou átomos que possuem um ou 

mais elétrons não pareados. Esta configuração faz com que essas moléculas sejam altamente 

reativas e, em excesso, interfiram negativamente na manutenção de muitas funções 

fisiológicas normais do organismo (BIANCHI; ANTUNES, 1999; FERNANDEZ-

PANCHON et al., 2008), também conhecidos como espécies reativas de oxigênio (ERO) ou 

nitrogênio (ERN), que encontram-se envolvidos na produção de energia, fagocitose, regulação 

do crescimento celular, sinalização intercelular e síntese de substâncias biológicas importantes 

no organismo (BARREIROS et al., 2006; FERNANDEZ-PANCHON et al., 2008).  

Na Figura 3, observa-se um esquema simplificado de uma molécula estável (à 

esquerda) que ao perder um elétron, a molécula torna-se um radical livre (à direita), ficando 

altamente reativa e instável (BÄCHTOLD, 2013). 

 

 

  

 

 

Figura 3 – Esquema simplificado de uma molécula estável e de um radical livre. (Fonte: 

BÄCHTOLD, 2013). 

 Em função do mecanismo de ação, os antioxidantes podem ser classificados em: 

primários e secundários. Os primários são aqueles capazes de atrasar ou inibir as etapas de 
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iniciação ou, ainda, interromper a propagação da auto oxidação ao doarem átomos de 

hidrogênio, interrompendo, assim, a reação em cadeia (SUCUPIRA et al., 2012). 

ROOº + AH ROOH + Aº 

Rº + AH RH + A° 

Onde: ROOº e Rº são radicais livres; AH, antioxidante com um hidrogênio ativo; e Aº, 

radical inerte. 

Na reação, o átomo de hidrogênio ativo do antioxidante primário é abstraído pelos 

radicais livres Rº e ROOº mais facilmente que os hidrogênios alílicos. O radical antioxidante 

produzido pela doação do hidrogênio é estabilizado por ressonância e torna-se reativamente 

fraco, por consequência, a taxa de propagação da oxidação é diminuída (SUCUPIRA et al., 

2012). 

A função do antioxidante, como é observada na Figura 4, é doar um elétron para o 

radical livre, de modo que ele se torne estável, sendo que o antioxidante também deve 

permanecer estável para não gerar um novo radical livre (BÄCHTOLD, 2013). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Esquema simplificado de um antioxidante e de um radical livre. (Fonte: 

BÄCHTOLD, 2013). 

Os antioxidantes secundários agem por meio de muitos mecanismos. Eles diminuem a 

taxa de oxidação, mas não convertem radicais livres em produtos mais estáveis. Podem quelar 

metais pró-oxidantes e desativá-los, repor moléculas de hidrogênio para os primários 

decompor hidroperóxidos para formar espécie não radical, desativar oxigênio singleto e 

absorver radiação ultravioleta ou agir como sequestradores de oxigênio (SUCUPIRA et al., 

2012). 

As indústrias de alimentos fazem o uso de antioxidantes sintéticos, pois são eficazes 

em inibir a oxidação dos lipídios. A ação desses antioxidantes está baseada na capacidade de 

doar prótons ou elétrons aos radicais livres, transformando-os em moléculas não reativas. O 

potencial de antioxidantes sintéticos que causam efeitos toxicológicos criou demanda por 
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antioxidantes naturais por parte dos consumidores e da indústria de alimentos (KARRE; 

LOPEZ; GETTY, 2013). 

Desta forma, pesquisas com antioxidantes naturais têm sido relatadas, devido às 

suspeitas de que os antioxidantes sintéticos sejam adversos à saúde, assim direcionando os 

estudos para os compostos naturais que apresentam esta capacidade e que venham a substituir 

os artificiais ou atuar em conjunto com os mesmos, reduzindo seus teores nos alimentos 

(KULKARNI, et al., 2011; SAMPAIO et al., 2012; SHI et al., 2014; GONZÁLEZ-

CENTENO et al., 2015). 

II.2.1 Métodos de avaliação da capacidade antioxidante 

Diversos métodos são descritos para medir a capacidade antioxidante de uma amostra, 

entretanto nenhum reflete verdadeiramente esta propriedade, uma vez que nenhum método 

existente contemple todos os mecanismos de ação de um determinado antioxidante 

(ROBARDS et al., 1999). De maneira geral, diferentes metodologias têm sido propostas para 

mensurar a capacidade antioxidante de amostras vegetais, como o ORAC (Oxygen Radical 

Absorbance), o TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), o DPPH (2,2-difenil-1-

picrilidrazil), o de Folin-Ciocalteu, o FRAP (Ferric Reducing Abilility of Plasma), o TBARS-

LDL (Thiobarbituric Acid Reactive Substances-Low Density Lipoprotein), entre outros 

(ALMAJANO et al., 2008). 

Estes métodos diferem em relação ao mecanismo de reação, às espécies-alvo, às 

condições reacionais e na forma como os resultados são expressos. Este fato impõe a 

necessidade de avaliar a capacidade antioxidante por diferentes métodos, com fundamentos e 

mecanismos de ação diferentes (DE OLIVEIRA, 2009). Estes métodos podem ser baseados 

na transferência de elétrons, que medem a habilidade de redução do substrato (antioxidante) 

ou de átomos de hidrogênio, os quais avaliam a habilidade do substrato em doar hidrogênio 

(ROBARDS et al., 1999; MacDONALD-WICKS; WOOD; GARG, 2006). 

II.2.1.1 Método de Folin-Ciocalteu (polifenóis totais) 

O reagente de Folin-Cioucalteu consiste de mistura dos ácidos fosfomolibdico e 

fosfotungstico, na qual o molibdênio se encontra no estado de oxidação (VI) (cor amarela no 

complexo Na2MoO4.2H2O). Porém, em presença de certos agentes redutores, como os 

compostos fenólicos ou outros de natureza não fenólica, formam-se os complexos 

molibdênio-tungstênio azuis [(PMoW11O4)
4-

], que absorvem em  λmáx=750 nm e cuja 
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coloração permite a determinação da concentração das substâncias redutoras (OLIVEIRA et 

al., 2009). A reação ocorre em meio alcalino e a solução de Na2CO3 é a base mais indicada. O 

grupo fenólico deve estar na forma de fenolato para os ânions produzirem a oxidação 

(MOYER et al., 2002). 

Apesar da química do reagente de Folin-Ciocalteu ainda não estar bem definida, o 

ensaio é conveniente, simples e reprodutivo. Como resultado, uma grande massa de dados 

está sendo acumulado através deste e está se tornando um ensaio rotineiro no estudo de 

antioxidantes, uma vez que se estabeleceu uma correlação entre o conteúdo fenólico e a 

capacidade antioxidante de produtos naturais (PICCINELLI et al., 2004; ATOUI et al., 2005; 

SALVADOR et al., 2006; STRATIL et al., 2006; TERMENTZI et al., 2006; 

JAYAPRAKASHA et al., 2007; SURVESWARAN et al., 2007). 

II.2.1.2 ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity)  

O método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) avalia a capacidade de 

absorção de radicais oxigênio. Utiliza-se uma substância fluorescente, comumente a 

fluoresceína como marcador de fluorescência, cujo objetivo é medir a diminuição da emissão 

de fluorescência na presença de um azoindicador gerador de radical tal como AAPH 

(dicloreto de 2,2-azobis (2-amidinopropano)) (ALVES et al., 2010). 

Inicialmente, o composto fluorescente utilizado para reagir com o radical peroxila 

formado era a β- ficoeritrina. Mas foi observado que a β- ficoeritrina interagia com os 

compostos fenólicos levando a erros neste método. No entanto, OU et al. (2001) 

desenvolveram e validaram uma modificação do ORAC usando a fluoresceína como 

composto fluorescente, que perde a fluorescência indicando reação com o radical peroxila. 

Além disso, a fluoresceína mostrou excelente fotoestabilidade, redução dos custos deste 

experimento e não interage com antioxidantes.  

O método utiliza uma técnica de medida da área sob a curva (Area Under the Curve -

AUC) para a quantificação, o que permite combinar ao mesmo tempo a percentagem de 

inibição e a medida do tempo de inibição da ação dos radicais livres pelos antioxidantes, em 

só um valor (Figura 5). Esse é um dos fatores que torna este um método de referência (CAO 

et al., 1995; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; VASCONCELOS et al., 2007). 
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Figura 5- Gráfico da área sob a curva. (Fonte: PRIOR; WU e SCHAICH, 2005). 

II.2.1.3 DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil)  

O método DPPH baseia-se na transferência de um elétron (SET – Single Eletron 

Transfer), enquanto que a transferência do átomo de hidrogênio (HAT – Hydrogen Atom 

Transfer) é uma reação secundária, pois ocorre lentamente em solventes que possuem fortes 

ligações de hidrogênios, como o metanol e o etanol (HUANG, OU; PRIOR, 2005; 

MAGALHAES et al., 2008). 

Brand-williams et al. (1995) propuseram o método envolvendo a utilização do radical 

DPPH●, no qual compostos antioxidantes reagem com o radical estável em uma solução de 

metanol ou etanol e a mudança de cor da solução (de violeta escuro para amarelo claro) indica 

a ocorrência da reação (Figura 6). A redução do DPPH● é acompanhada pelo monitoramento 

do decréscimo na absorbância em comprimento de onda característico durante a reação. Em 

sua forma radical, o DPPH● apresenta absorbância a 517 nm, mas sob redução por um 

antioxidante (AH) ou uma espécie radical (R●) a absorbância diminui. 
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Figura 6- Reação de sequestro do radical livre DPPH•. (Fonte: SANTOS, 2013). 

Os resultados podem ser expressos em porcentagem de capacidade antioxidante, 

micromols de equivalente do padrão utilizado (trolox, por exemplo) ou ainda como EC50, que 

é a quantidade de antioxidante necessária para reduzir a concentração de radical livre do meio 

em 50% (MOON; SHIBAMOTO, 2009). 

II.3 METABOLITOS SECUNDÁRIOS DE MATRIZES VEGETAIS  

II.3.1 Generalidades do metabolismo  

As plantas estão limitadas ao mesmo local durante toda sua vida. Como adaptação ao 

meio, tais organismos desenvolveram defesas químicas e estruturais em resposta aos estresses 

abióticos, causados por fatores ambientais, como por exemplo, deficiência a nutrientes, 

estresse hídrico, temperatura excessiva e poluição em resposta aos estresses bióticos, causados 

por invasores, tais como, bactérias, fungos, protozoários, insetos e vertebrados (PASTOR et 

al., 2014). 

Uma das estratégias de defesa da planta é a produção de metabolitos secundários, os 

quais agem através de sua toxidade a fim de eliminar os herbívoros e patógenos que atuam 

contra o sistema imune da planta (PASTOR et al., 2013). Os metabolitos secundários 

participam frequentemente na defesa da planta contra estresses, como intermediário das 

interações entre as plantas e outros organismos (PIETERSE et al., 2012) 

Um ponto que chama a atenção é a elevada capacidade biossintética do metabolismo 

secundário, já que há grande produção tanto em relação ao número de substâncias produzidas 

quanto a sua diversidade numa mesma espécie (ROBBERS et. al. 1996). 
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Em várias espécies, o local de biossíntese está restrito a um órgão, enquanto que os 

produtos são acumulados em toda a planta ou em órgãos diferentes devido a um sistema de 

transporte intercelular. Ás vezes, o local de compartimentalização é de fundamental 

importância para a sobrevivência da planta (SANTOS, 2004). 

II.3.1.1 Compostos fenólicos 

Os compostos fenólicos exibem uma grande variedade de estruturas e são responsáveis 

por algumas características organolépticas dos alimentos de origem vegetal, além de 

contribuírem para a qualidade nutricional de frutas e legumes (TAPAS et al, 2008).Os 

compostos fenólicos desempenham um importante papel no crescimento e reprodução dos 

vegetais, fornecendo proteção contra radiação ultravioleta, patógenos e predadores (BRAVO, 

1998).  

Em termos de estrutura química os compostos fenólicos apresentam um anel 

aromático com um ou mais grupos hidroxila (Quadro 1). 

Quadro 1 - Classes de compostos fenólicos. 

Classes Estrutura 

Fenóis simples, bezoquinonas C6 

Ácidos hidroxibenzóicos C6-C1 

Acetofenonas, ácido fenilacéticos C6-C2 

Ácidos hidroxicinâmicos e fenilpropanóides C6-C3 

Nafitoquinonas C6-C4 

Xantonas C6-C1-C6 

Stilbenos, antraquinonas C6-C2-C6 

Flavonóides, isoflavonóides C6-C3-C6 

Lignanas, neolignanas (C6-C3)2 

Biflavonóides (C6-C3-C6)2 

Ligninas (C6-C3)n 

Taninos condensados  (C6-C3-C6)n 
     Fonte: ANGELO; JORGE 2007  

Os compostos fenólicos são derivados da fenilalanina formada a partir da rota 

metabólica do ácido chiquímico (HOU, 2010). A desaminação da fenilalanina, catalisada pela 

enzima fenilalanina amonialiase (PAL), resulta na formação do ácido cinâmico, conforme 

Figura 7 (SHAHIDI; NACZK, 2006). A atividade da PAL é aumentada por fatores 

ambientais, tais como baixos níveis de nutrientes, luz (pelo seu efeito no citocromo) e 

infecção por fungos (TAIZ; ZEIGER, 2004). 
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Figura 7 - Formação das diferentes classes de compostos fenólicos a partir da fenilalanina. 

(Fonte: SHAHIDI; NACZK, 2006). 

As reações subsequentes àquelas catalisadas pela PAL dão origem as demais classes 

de compostos fenólicos (TAIZ, ZEIGER, 2004). A condensação do fenilpropanóide com três 

moléculas de malonil-CoA origina a chalcona. Este composto sofre uma série de reações de 

hidroxilação, metilação, dimerização e glicosilação que resultam nas diferentes classes de 

flavonóides (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). 

Estudos têm demonstrado que os compostos fenólicos possuem propriedades 

antioxidantes (KARAKAYA, 2004; NINFALI et al., 2005; SILVA et al., 2007b; SOUZA et 

al. 2008; ROCHA et al., 2011). Os compostos fenólicos são considerados os antioxidantes 

mais comuns de fontes naturais, apresentam-se amplamente distribuídas no reino vegetal 

(KARAKAYA,2004).  

II.3.1.2 Terpenóides 

Os terpenóides são representantes de uma das maiores e mais variadas classes de 

metabólitos secundários de origem  natural,  com  mais  de  55.000  membros  já  isolados  
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(MAIMONE; BARAN, 2007; SILVA et al., 2009; FATURI et al., 2010).  Com isso, 

representam a família mais extensa e estruturalmente diferente dentre os produtos naturais, 

derivados de unidades de isopreno (C5). Os terpenóides podem ser classificados de acordo 

com o número de isoprenos que constituem: hemiterpenóides, monoterpenóides,  

sesquiterpenóides, diterpenóides, triterpenóides, tetraterpenóides e politerpenóides 

(OLIVEIRA et al., 2003). 

Os terpenóides ou isoprenoides constituem uma classe de  produtos  naturais  obtidos  

de  plantas  com  a  maior  variedade  estrutural  e funcional.  Alguns destes compostos 

participam  de  processos  como  respiração  e desenvolvimento celular, portanto importantes 

ao  metabolismo primário. Entretanto, a maioria dos terpenóides são produtos do metabolismo 

secundário, tendo como função intermediar a relação planta versus ambiente (PHILLIPS et 

al., 2008).  

Os terpenoides, tais como o linalol, apresentam grande importância em função da sua 

capacidade antioxidante (CHOI et al., 2000; ANJO, 2004; MA et al., 2014). A  auto-oxidação 

do linalol (Figura 8) pode ser o mecanismo de ação antioxidante do composto, onde os 

radicais gerados são formados devido à abstração de um átomo de H da molécula na presença 

de O2, que inclui a formação de epóxido como um produto primário que pode sofrer o ataque 

intramolecular da hidroxila com abertura do anel oxirânico e formação do anel furânico ou a 

isomerização em álcool alélico. (BACKTORP et al., 2006; SPEZIALI, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Proposta de mecanismo para a auto-oxidação do linalol (Fonte: SPEZIALI, 

2008). 

A biossíntese dos terpenóides pode ocorrer através de duas rotas diferentes. Uma é 

oriunda da via do mevalonato (MVA), que se forma a partir do ácido acético. A segunda, que 

teve a sequência de reações caracterizada a partir da década de 90, é formada a partir do 
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piruvato e do gliceraldeído-3-fosfato, através da rota do metileritritol-4-fosfato (MEP) 

(UMLAUF et al., 2004; OOTANI et al., 2013) (Figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Representação da biossíntese dos terpenóides. (Fonte: WAGNER, 1993; 

HÄNSEL et al., 1999. 

II.3.1.3 Esteroides vegetais 

Os esteroides extraídos de espécies vegetais, sendo os mais comuns o β-sitosterol, o 

campesterol e o estigmasterol, possuem esqueleto carbônico formado pelo anel 

ciclopentanoperidrofenantrênico onde podem ser encontradas duplas ligações, principalmente 

na posição C-5 (MARANGONI; POLI, 2010) (Figura 10). O β-sitosterol apresenta uma 

estrutura semelhante ao colesterol, diferindo pela presença de um grupo etila na posição de 

carbono 24 da cadeia lateral (PEGEL, 1997).  
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Figura 10 – Estrutura geral dos esteroides vegetais e as estruturas químicas dos esteróis mais 

comuns encontrados (Adaptado de LOPES et al., 2013). 

A maioria dos estudos sobre esteróis vegetais têm-se centrado na capacidade de 

redução do colesterol, porém estudos anteriores tem demonstrado que os esteróis vegetais 

possuem vários outros benefícios para a saúde como capacidade antioxidante, anti-cancro, 

propriedades anti-inflamatórias, disfunções imunes, artrite reumática, hipercolesterolemia, 

câncer de mama e de cólon e hipertrofia benigna da próstata (GRAF, 1992; MOORADIAN, 

1993; BOUIC et al., 1996; AWAD, GAN, FINK, 2000; LAW, 2000; AWAD, WILLIAMS, 

FINK 2001; AWAD, WILLIAMS, FINK 2003; WANG et al., 2002; YOSHIDA; NIKI 2003; 

KODURU et al., 2007; DARNET et al., 2011).   

A biossíntese dos esteroides vegetais (Figura 11) ocorre pela união de duas moléculas 

de farnesildifosfato (FPP) (C15) unidas cauda-cauda para formar o esqualeno que sofre uma 

epoxidação catalisada por enzima gerando o esqualeno-2,3-óxido. A protonação do epóxido 

permite a abertura do anel para formar um cátion terciário, que sofre adição da ligação dupla 

C6–C7 formando um anel de seis membros e um novo cátion terciário. Através de novas 

adições das ligações duplas ocorrem ciclizações com formação de três anéis de seis membros 
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e um anel de cinco membros gerando o cátion terciário protosteril que, em plantas, pode 

formar um anel ciclopropano através da perda de um próton da metila ligada em C10 

originando o cicloartenol ou, em animais e fungos, o alceno lanosterol pela perda de um 

próton (DEWICK, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Biossíntese de esteróides a partir do esqualeno. (Fonte: DEWICK, 2002). 

Os esteroides vegetais, tais como o β-sitosterol, estão presentes nos extratos das 

plantas e vários estudos têm mostrado que estes podem apresentar propriedades antioxidantes. 

O β-sitosterol podem suprimir os radicais gerados, doando seu átomo de hidrogênio, gerando 

um radical antioxidante que é estabilizado por ressonância e torna-se reativamente fraco, por 

consequência, a taxa de propagação da oxidação é diminuída. (MOORADIAN, 1993; WANG 

et al., 2002; TAKEOKA; DAO, 2003; KODURU et al., 2007; ALADEDUNYE; 

PRZYBYLSKI, 2012; SINGH, 2013; JORGE et al., 2016). 

II.4 EXTRAÇÃO DOS COMPOSTOS ANTIOXIDANTES  

A extração é o passo mais importante na determinação de compostos com capacidade 

antioxidante. Diversos métodos têm sido empregados para a extração desses compostos em 
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matrizes vegetais. No entanto, quando o objetivo principal é a quantificação desses compostos 

e/ou a determinação de sua capacidade antioxidante, a extração utilizando solventes orgânicos 

ainda é o método mais empregado. 

Segundo Cowan, (1999) a eficiência da extração depende principalmente da  escolha 

do solvente. A polaridade do composto alvo é o fator mais importante nessa decisão. 

Afinidade molecular entre solvente e soluto, transferência de massa, utilização de co-solvente, 

e viabilidade financeira também devem ser considerados na seleção do solvente para extração 

de compostos antioxidantes. Metanol e misturas de metanol/água são os solventes mais 

utilizados para extração de substâncias fenólicas.  A adição de água ao solvente contribui para 

criar um meio moderadamente polar, favorecendo a extração (LAPORNIK et al., 2005; 

LIYANA-PATHIRANA; SHAHIDI, 2005).  

II.5 TESTES FITOQUÍMICOS  

Os testes fitoquímicos são considerados mais precisamente como um estudo 

preliminar sobre a química de uma planta. Sem chegar a detalhes, os testes procuram 

sistematizar, ou melhor, rastrear os principais grupos de substâncias que compõem um extrato 

vegetal. É um exame rápido através de reagentes de coloração ou precipitação que irão revelar 

a presença ou não de metabólitos secundários em um extrato vegetal (DE BESSA et al., 

2013). 

 A aplicação do teste fitoquímico se faz necessária no caso de misturas muito 

complexas como costumam ser, muitas vezes, os extratos de plantas. É também útil no exame 

preliminar destes extratos como método de prospecção dos constituintes mais abundantes ou 

mais facilmente caracterizáveis (SHARANABASAPPA, et al., 2007). 

II.5.1 Testes para terpenoides: Salkowski  

O teste para identificação de terpenóides (reação de Salkowski) consiste no tratamento 

da amostra com clorofórmio e algumas gotas de ácido sulfúrico concentrado, quando positivo 

nota-se o aparecimento de uma coloração castanho avermelhado na interface devido à 

desidratação da molécula em presença de ácido sulfúrico concentrado (AYOOLA et al., 

2008). 

II.5.2 Testes para esteróis: Liebermann- Burchard  

O teste fitoquímico de Liebermann- Burchard consiste no tratamento da amostra com 

anidrido acético em presença e algumas gotas de ácido sulfúrico concentrado, ocorrendo à 
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desidratação seguida de oxidação do sistema de anéis do ciclopentanoperidrofenantreno 

formando um esteroide aromático (Figura 12) que é evidenciado pelo aparecimento de uma 

coloração esverdeada (XIONG; WILSON; PANG, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 – Mecanismo da reação de Liebermann- Burchard. (Fonte: XIONG; WILSON; 

PANG, 2007). 

II.5.3 Testes para compostos fenólicos: Folin-Ciocalteu 

O teste de compostos fenólicos consiste na desprotonação dos compostos fenólicos (no 

exemplo, o padrão ácido gálico) em meio básico, gerando os ânions (neste caso, carboxilado). 
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A partir daí, ocorre uma reação de oxi-redução entre o ânion e o reagente de Folin, na qual o 

molibdênio, sofre redução e o meio reacional muda a coloração amarela para azul (Figura 13) 

(ROESLER et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Reação do ácido gálico com molibdênio, componente do reagente de Folin-

Ciocalteu. (Fonte: OLIVEIRA et al., 2009). 

II.6 TÉCNICAS DE PURIFICAÇÃO, IDENTIFICAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE 

COMPOSTOS. 

II.6.1 Extração em fase sólida (SPE- Solid Phase Extraction)  

A extração em fase sólida utiliza uma coluna contendo um sorvente apropriado para 

adsorver o analito que é então eluído com solvente específico. A SPE envolve etapas de 

condicionamento do cartucho com o solvente adequado para disponibilizar os sítios ativos e 

para ajustar as forças dos solventes de eluição com o solvente da amostra, extração dos 

analitos da amostra, lavagem do cartucho para eliminar possíveis interferentes e eluição dos 

analitos de interesse para posterior analise (Figura 14) (SILVA; COLLINS, 2011). 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Etapas do procedimento de Extração em Fase Sólida (SPE).  

(Fonte: EMAN 2008). 
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Apesar desta técnica requer equipamento de maior complexidade, apresenta vantagens 

comparativamente à extração sólido-líquido por requerer menos solvente e, possibilitar um 

maior grau de automação, a operação é mais rápida (2-5 minutos). Para além de funcionar 

como método de extração esta técnica também pode funcionar como meio de purificação da 

amostra, permitindo a sua pré-concentração o que proporciona melhores resultados na 

quantificação (CAVALIERE et al., 2006). 

II.6.2 Cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC - High Performance Liquid 

Cromatograph)  

 A cromatografia é um método físico-químico de separação contendo uma fase móvel e 

uma estacionária, onde a amostra a ser analisada é injetada na entrada da coluna e a fase 

móvel é bombeada continuamente fazendo com que a amostra migre de acordo com as 

interações e as propriedades físico-químicas da fase móvel e da estacionária. Outro lado da 

coluna é instalado um detector que transmite para um registrador um sinal que é interpretado 

em forma de cromatogramas, sendo a área e a altura deste proporcional a concentração do 

analito (JIN et al., 2008). 

 O esquema de um sistema de cromatografia líquida de alta eficiência é esquematizado 

na Figura 15.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Esquema dos componentes e funcionamento do HPLC. 

(Fonte: WATERS, 2016). 

 A técnica de HPLC é um sistema muito eficiente para separar as misturas complexas 

de plantas. Métodos de cromatografia líquida têm sido relatados para a determinação de 

substâncias e para monitorizar a variação na composição de amostras (CARDOSO, 2002). 
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II.6.3 Técnicas hifenadas e métodos espectrométricos: ultravioleta (UV), 

ressonância magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas (EM).  

O desenvolvimento das técnicas cromatográficas hifenadas possibilita identificar os 

constituintes de extrato vegetal, sem que seja necessário isolar as substâncias (COLLINS et 

al., 2006). O termo técnicas hifenadas refere-se ao acoplamento entre duas ou mais técnicas 

analíticas com o objetivo de obter uma ferramenta analítica mais eficiente e rápida que as 

técnicas convencionais. As técnicas analíticas químicas mais empregadas na análise de 

produtos à base de plantas medicinais são a cromatografia e a espectroscopia (RODRIGUES 

et al., 2006).  

As técnicas a serem acopladas deverão gerar informações diferentes, ou seja, serem 

ortogonais. Um exemplo típico é o acoplamento de métodos eficientes de separação como a 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) com técnicas espectroscópicas como 

espectrofotômetro de UV-Vis, ressonância magnética nuclear (RMN) e também 

espectrômetro de massas (EM), que fornecem informações adicionais sobre a estrutura 

química dos componentes da amostra, funcionando como detectores. A escolha do detector 

torna-se fundamental quando o analito se encontra em nível de traços, necessitando de baixos 

limites de detecção (LANÇAS, 2009).  
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CAPÍTULO III. MATERIAIS E MÉTODOS  
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III.1 MATERIA PRIMA: COLETA E IDENTIFICAÇÃO   

As folhas da Byrsonima crassifolia e Inga edulis utilizadas neste estudo foram coletadas 

e identificadas. As coletas foram realizadas em Belém-Pará e a identificação feita no herbário 

do Museu Paraense Emílio Goeldi, pelo método de comparação de exsicatas depositadas no 

banco de dados com número de registro para a Byrsonima crassifólia (220955) e Inga edulis 

(220956).  

III.2 PREPARO DAS AMOSTRAS   

III.2.1 Preparo das amostras e extração dos compostos   

As folhas de Byrsonima crassifolia e Inga edulis foram selecionadas, lavadas duas 

vezes com água corrente para remoção de poeira, material estranho e secas em estufa 

industrial com circulação de ar forçado a 60 °C por 8 horas. Foram moídas em moinho 

industrial para alcançar partículas com granulometria de 0,3 a 1,0 mm. A matéria-prima foi 

armazenada ao abrigo da luz, a temperatura de 4 °C  até a extração dos compostos bioativos 

(SILVA, ROGEZ; LARONDELLE, 2007b). 

As folhas trituradas foram submetidas a um processo de extração sólido-líquido 

utilizando três sistemas sequenciais de solventes com polaridade diferentes, seguindo 

procedimento proposto por Pozo-Insfran et al (2004), Pellegrini et al. (2007) e Pompeu et al. 

(2009). A extração foi realizada com três sistemas sequenciais de solvente com polaridade 

crescente: acetato de etila, metanol e solução hidrometanólica (1:1 v:v). Para a sequência de 

extração (Figura 16) foi primeiramente utilizado acetato de etila. As extrações foram 

realizadas a temperatura ambiente, durante 1 h e na proporção de 1:6 (massa : volume) de 

planta seca e solvente, sendo extraídas duas vezes cada sistema de solvente (NACZK; 

SHAHID, 2004). O extrato obtido foi filtrado em papel de filtro e o resíduo foi macerado nas 

mesmas condições com o mesmo solvente, os extratos obtidos foram misturados. Este mesmo 

procedimento foi realizado para o metanol e para solução hidrometanólica.  

O processo resultou nos seguintes extratos: acetato de etila (EAE), metanólico (EM) e 

hidrometanólico (EHM). Para obtenção do extrato bruto foi misturada a metade de cada 

fração obtida individualmente, sendo em seguida concentrado em rotavapor à 40ºC, e 

armazenado sob refrigeração -18ºC até o momento das análises. O rendimento da extração foi 

expresso em miligrama de extrato seco por grama de matéria-prima seca (mg ES /g MPS). As 

frações (I) e (II) correspondem a metade dos extratos após a homogeneização de cada etapa de 

extração. 
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Figura 16- Fluxograma de obtenção dos metabólitos secundários.  

(Fonte: Adaptação de CAVALCANTE, 2011). 

III.2.2 Testes fitoquímicos qualitativos para identificação de metabolitos 

secundários  

Os extratos e frações foram submetidos a testes fitoquímicos de acordo com as classes 

de metabólitos secundários. Foram realizados testes para a identificação de esteroides através 
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da reação Liebermann-Burchard, seguindo a metodologia descrita por Joshi et al. (2013) e 

para a identificação qualitativa dos terpenóides realizou-se o teste de Salkowski através da 

metodologia descrita Ayoola et al. (2008). Para compostos fenólicos, através da reação com 

Folin Ciocalteu, seguindo a metodologia adaptada descrita por Singleton et al., 1999.  

 Teste de Lieberman-Burchard: consistiu em transferir 10 ml dos extratos e/ou frações 

para um cadinho de porcelana, este sistema foi aquecido até a evaporação completa do 

solvente. Os resíduos obtidos foram ressuspensos em 2 ml de clorofórmio (CHCl3), 

em seguida foram  transferidos para tubos de ensaio e adicionou-se 1 ml de anidrido 

acético (C4H6O3), agitando suavemente, e acrescentou-se cuidadosamente 1 ml de 

ácido sulfúrico concentrado (H2SO4) ao longo dos lados do tubo de ensaio. Se a 

camada superior se torna verde, mostra a presença de esteroides, enquanto que se 

houve a formação de cor vermelho escuro indica a presença de triterpenóides.  

 Teste de Salkowski: consistiu em transferir 10 ml dos extratos e/ou frações para 

cadinhos de porcelana, este sistema foi aquecido até a evaporação completa do 

solvente. Os resíduos obtidos foram ressuspensos em 2 ml de clorofórmio (CHCl3), 

em seguida foram  transferidos para tubos de ensaio acrescentando-se cuidadosamente 

3 ml de ácido sulfúrico (H2SO4) concentrado ao longo das paredes do tubo. Uma 

coloração castanha avermelhada na interface indica a presença de terpenoides.  

 Teste de Folin Ciocalteu: consistiu em transferir 2 ml dos extratos e/ou frações para 

tubos de ensaio, adicionou-se 1 ml de solução de Folin Ciocalteu 1N, 5 ml de solução 

aquosa de carbonato de sódio (Na2CO3) a 75g/L. O aparecimento da coloração azul 

após o período de reação caracteriza a presença de compostos fenólicos. 

III.2.3 Avaliação do teor total de polifenóis, esteroides, terpenoides e da 

capacidade antioxidante do extrato bruto das folhas de Byrsonima crassifolia e 

Inga edulis. 

III.2.3.1 Teor de polifenóis totais  

Para a dosagem do teor de polifenóis totais foi utilizada a método colorimétrico de 

Folin-Ciocateu (SINGLETON, ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999). 

A mistura reacional foi composta de 500 μL do extrato, 250 μL de solução de Folin-

Ciocalteu 1N (Sigma Chemicals Co. - St. Louis, EUA) e 1250 μL de solução aquosa de 



49 

 

carbonato de sódio (Na2CO3) a 75 g/L. Está mistura foi armazenada e protegida da luz  por 30 

minutos à temperatura ambiente, e a absorbância lida a 750 nm no UV-Visível (T80+ UV-Vis 

Spectrophotometer). Uma amostra em branco foi conduzida nas mesmas condições e os 

resultados de polifenóis totais foram expressos em miligramas de equivalentes de quercetina 

(Sigma Chemicals Co. – St. Louis, EUA) por grama de extrato seco (mg EQ /g ES). Todas as 

análises foram feitas em triplicatas sendo refeitas aquelas que apresentaram um coeficiente de 

variação maior ou igual a 12%.  

III.2.3.2 Teor de esteroides totais 

O teor de esteroides vegetais total foi determinado pelo método proposto por Sabir et 

al. (2003). Para quantificar os esteroides tomou-se 500 μL de cada extrato teste, em triplicata, 

adicionou-se 2 mL do reagente de Liebermann-Burchard  e 1 mL de clorofórmio. Está mistura 

foi armazenada e protegida da luz por 15 minutos à temperatura ambiente, e a absorbância 

lida a 640 nm. Utilizou-se o clorofórmio como branco. Os fitoesteróis totais foram calculados 

com base na curva padrão de β-sitosterol (Sigma-Aldrich) previamente gerado de acordo com 

o mesmo procedimento. Os resultados foram expressos como miligramas de equivalentes de 

β-sitosterol por grama de extrato seco (mg Eβ-sitosterol / g ES) determinado a partir da curva 

de calibração do padrão com concentrações variando de 0,02 - 0,10 mg/mL.  

III.2.3.3 Teor de terpenóides totais  

A quantificação dos terpenóides foi determinada pelo método de Ghorai et al., (2012). 

Para 1 mL do extrato vegetal, 3 mL de clorofórmio foi adicionado. A mistura amostra foi 

cuidadosamente agitada em vórtice e deixado durante 3 min e, em seguida, foram adicionados 

200 μL de ácido sulfúrico concentrado (H2SO4). Em seguida, incubou-se à temperatura 

ambiente durante duas horas ao abrigo da luz, um precipitado castanho avermelhado foi 

formado. Em seguida, cuidadosamente, o sobrenadante da mistura de reação foi decantada, 

sem perturbar a precipitação. Adicionou-se 3 ml de metanol 95% (v / v) agitando-se 

cuidadosamente até a completa dissolução do precipitado em metanol. A absorvância foi lida 

a 538 nm, Utilizou-se o metanol 95% (v / v) como branco.  

O teor total de terpenóide expressos como miligrama de equivalentes linalol (Sigma-

Aldrich) por grama de extrato seco (mg EL / g ES), determinado  a partir da curva de 

calibração do padrão do linalol com concentrações variando de 0,5 – 0,01 mg/mL a partir de 
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200 μL da solução de linalol previamente preparado em metanol 95% (vol / vol) e com a 

adição de 1,5 ml de clorofórmio e diluição em série com adição de metanol 95% (vol / vol). 

III.2.3.4 Método ORAC (Capacidade de absorção do radical oxigênio) 

O método ORAC foi determinado conforme a metodologia descrita por Ou et al. 

(2001), Huang, Ou, Hampsch-Woodill, Judith, Prior (2002) e Silva et al. (2007b) com 

algumas modificações. Fluoresceina (16,7 mg) (Sigma, St. Louis, MO) foi dissolvido em 10 

mL de solução tampão de fosfato de potássio (75 mM, pH 7,4) para obter uma solução de 

estoque. A solução de trabalho (60 nM) foi obtida por diluição subsequente em solução 

tampão de fosfato de potássio. Uma solução de AAPH (2,2-azinobis (2-amidinopropano) di-

hidrocloreto) de 10 mL, adquirido a partir de Wako Pure Chemical Industries (Orokawa, 

Japão), foi preparado a cada dia a uma concentração de 153 mM e mantidas em gelo antes da 

injeção automática.  

As soluções de Trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico) 

(Sigma, St. Louis, MO) utilizadas para a curva de calibração (8, 16, 24, 32 e 40 μM) foram 

preparados cada dia após diluição em tampão de fosfato de potássio, uma solução de estoque 

1 mM feita no mesmo solvente e armazenada a - 80 C. A análise foi realizada utilizando 

microplacas (96 poços, branco opaco, Greiner Bio-One, Wemmel, Bélgica) e um fluorímetro 

Synergy HTX (Biotek). A Amostra (25 μL) foi misturada com 250 μL de fluoresceina (60 

nM) e incubou-se durante 10 min a 37 ° C na microplaca. Injetou-se automaticamente a 

solução de AAPH (25 μL) na microplaca. A fluorescência (λ excitação = 485 nm, 520 nm = λ 

emissão) foi registrada a cada minuto durante 50 min. Todas as amostras foram analisadas em 

três diluições e o valor médio foi feita para ORAC, tal como recomendado por Huang et al. 

(2002). A quantificação da capacidade antioxidante foi baseada no cálculo da área sob a curva 

(Equação 2), tal como proposto por Cao e Prior (1999). Os resultados foram expressos em 

μmole de equivalente Trolox por grama de extrato seco (μmol ET g
-1

 de ES).  

 

           Equação (2) 

 

Onde: 

 ASC = área sob a curva na presença das amostras testadas, integradas entre o tempo 

zero e 80 minutos; 

 ASCº = Área sob a curva do controle (branco); 

 ASCreferencia = Área sob a curva para o composto de referencia (Trolox – 25 µM); 
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 f = fator de diluição, igual a razão entre o volume total de AAPH + fluoresceína e o 

volume da amostra; 

 (referência) = concentração do composto referência (Trolox) em µm.  

III.2.3.5 Atividade sequestrante do radical DPPH  

A capacidade antioxidante pelo método DPPH foi determinada conforme proposto por 

Brand-Williams et al. (1995). O procedimento consiste em adicionar em uma cubeta 75 µL de 

amostra (apropriadamente diluída em metanol) e 2925 µL da solução metanólica de DPPH. A 

absorbância foi lida em espectrofotômetro a 515nm em diferentes intervalos de tempo até se 

manter constante. As leituras foram feitas em triplicata e o branco da análise utilizou-se 

MeOH ao invés da amostra. Os resultados foram expressos em micromoles de ET por grama 

de ES. 

As atividades de seqüestro do radical de cada amostra foram calculadas de acordo com 

a porcentagem de inibição do radical DPPH (%Inb), segundo a Equação 3. 

 

                                Equação (3) 

Onde: 

Ab = Absorbância do branco  

Aa = Absorbância da amostra 

 O valor da atividade antioxidante é expresso em µM ET (Equivalentes Trolox) a partir 

do coeficiente de regressão calculado da curva de calibração, conforme a Equação 4. 

  

 Equação (4) 

III.2.4 Preparo das amostras em SPE para análise em HPLC  

As extrações foram realizadas a vácuo por meio da fixação dos cartuchos em sistema 

12 portas Visiprep SPE coletor Supelco de vácuo (Supelco Park, Bellefonte, PA), em que 

existem 12 posições disponíveis para a realização de uma SPE simultaneamente. 

III.2.4.1 Extração em fase sólida (SPE) para compostos fenólicos 

Para os compostos fenólicos, as amostras foram submetidas à extração em fase 

sólida, utilizando a metodologia descrita por Dias et al., 2010 com adaptações utilizando 

cartucho SPE da Strata C18-E (Phenomenex) 55um, 200mg/3mL,  previamente condicionada 



52 

 

com 10 ml de metanol e 10 ml de agua ultrapura 1% ácido fórmico. 1 mL das frações 

concentradas, foram resolubilizadas em  5 mL de agua ultrapura 1% ácido fórmico (solução 

A) (Tabela 1). 

Tabela 1 – Descrição do procedimento SPE para compostos fenólicos. 

Cartucho  C18 

Etapa Método 

1ª etapa (ativação do cartucho) 10 ml de MeOH e 10 ml de H2O 1% ácido fórmico 

2ª etapa (eluição da amostra) 1 ml da solução A 

3ª etapa (clean-up) 5 ml de H2O ultrapura 

4ª etapa (secagem) Secagem á vácuo 

5ª etapa (eluição do analito) 10 ml de MeOH 

III.2.5 Sistema de cromatografia liquida de alta eficiência, identificação e 

quantificação dos compostos bioativos 

 Para obtenção do perfil cromatográfico dos extratos utilizou-se um sistema UHPLC 

Thermo Scientific (EUA) equipado com bomba quaternária (LPG-3400RS), injetor 

automático (WPS-3000SL Analytical), utilizando como detector um sistema detector de 

arranjo de diodos-DAD (DAD-3000), software de leitura de dados (Chromoleon 7.1 SR2), 

célula de fluxo (Standard Analytical) e coluna Kinetex C18, 2,6µm, 100x4,6 mm 

(Phenomenex). A temperatura da coluna foi mantida em 30ºC. Na análise foi empregado um 

sistema de eluição gradiente no modo reverso. Foram injetados 20 µL das amostras (filtradas 

em filtros de PVDF de 0,45 µm de porosidade e as fases móveis utilizadas foram água 

ultrapura com 1% de ácido fórmico (solução A) e acetonitrila com 1% ácido fórmico (solução 

B). Estas foram preparadas e filtradas com membranas de nylon (0,22 µm de porosidade) e 

submetidas ao banho ultrassônico por 15 minutos para degaseificação. 

III.2.5.1 Condições analíticas do perfil cromatográfico para compostos fenólicos 

 O gradiente utilizado foi baseado em Dias et al., 2010, com as seguintes modificações: 

3% B (0 a 13 minutos); 16% B (18 minutos); 16% B (24 minutos);19% B (24,5 minutos); 

22% B (26 minutos); 36% B (27 até 34 minutos); 90% B (39 até 40 minutos); 3,0% B (43 

minutos). Foram utilizados os seguintes padrões para a identificação dos compostos presentes 

nos extratos: ácido gálico, catequina, epicatequina, ácido ferrúlico, delfinidina, quercetina e 

miricetina. 
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 A identificação e quantificação dos compostos nas matrizes foram realizadas através 

das comparações dos tempos de retenção e área formada com os padrões utilizados. Foi 

também realizada escolha de picos majoritários, não identificados pelos padrões utilizados, 

que foram quantificados através da área formada e relacionados a uma possível classe de 

fenólicos. Os resultados foram expressos em mgEM/gES (miligramas de equivalentes 

miricetina por grama de extrato seco) para B. crassifolia e em mgEQ/gES (miligramas de 

equivalentes quercetina por grama de extrato seco) para I. edulis. 

Tabela 4 - Gradiente de eluição para compostos fenólico por HPLC. 

Tempo (min) A (%) B (%) 

0-13 97 3 

18 84 16 

24 84 16 

24,5 81 19 

26 78 22 

27-34 64 36 

39-40 

43 

10 

97 

90 

3 

 

III.2.5.2 Analise HPLC – ESI - HRMS  

 Todas as análises de HPLC-MS foram realizadas em um sistema de Accela juntamente 

com o espectrômetro de massa do híbrido LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, 

Bremen, Alemanha). Para experiências HRMS, dados foram adquiridos no modo de íon 

negativo usando MS exame completo com um alcance em massa de 100-1500 m/z. O orbitrap 

operado em resolução 30000 (definição FWHM). Todos os dados experimentais foram 

adquiridos através da calibração externa diariamente antes da aquisição de dados. Apropriado 

de ajuste da fonte de íon electrospray foi feito com ácido elágico no m/z 300.99. Aplicaram-se 

as seguintes condições de admissão de electrospray: pulverizar a tensão, 5kV; taxa de fluxo de 

gás (N2) bainha, 35 u.a.; taxa de fluxo do gás auxiliar (N2), 10 u.a.; temperatura capilar, 275° 

C; tensão capilar, -19 V; tubo de lente, -200 V 

III.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados obtidos são expressos como média ± desvio padrão (DP). Os coeficientes de 

correlação foram determinados no Microsoft Office Excell 2010.  
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Avaliação dos compostos antioxidantes de folhas de murucizeiro (Byrsonima crassifolia) 

e ingazeiro (Inga edulis) 

Artigo submetido à revista Química Nova 

(configuração conforme normas da revista) 

 

Evaluation of antioxidant compounds from murucizeiro leaves (Byrsonima crassifolia) 

and ingazeiro (Inga edulis) 

 

A Região Amazônica apresenta uma crescente busca por espécies vegetais que sintetizem 

compostos bioativos. Dentro desse contexto, o muricizeiro (Byrsonima crassifolia) e o 

ingazeiro (Inga edulis) destacam-se por apresentam elevados conteúdos fenólicos em extratos 

de suas folhas. Não obstante torna-se importante a avaliação de outros compostos 

antioxidantes presentes nestas matrizes amazônicas. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi 

avaliar e identificar os compostos com capacidade antioxidantes dessas duas matrizes vegetais 

amazônicas. Utilizou-se testes fitoquímicos para a identificação qualitativa dos compostos, 

método ORAC e DPPH para a determinação da capacidade antioxidante e Extração em Fase 

Sólida (SPE), para pré- concentração e pré-purificação dos extratos para a identificação e 

quantificação por HPLC. Os testes fitoquímicos confirmaram a presença de fitoesteróis, 

terpenoides e compostos fenólicos nas matrizes estudadas. Os extratos brutos e frações 

apresentaram capacidade antioxidante em maior ou menor nível através dos diferentes 

métodos, com destaque para as frações metanol. A fração metanol foi a que apresentou 

compostos com maior atividade antioxidante. Foram identificados e quantificados por HPLC 

o ácido gálico, catequina, epicatequina, ácido ferrúlico, quercetina e miricetina. 

Palavras-chave: Compostos antioxidantes. Espécies amazônicas. HPLC. 

INTRODUÇÃO  

Os compostos bioativos com capacidade antioxidante têm despertado grande interesse devido 

principalmente às descobertas da ação deles sobre os radicais livres no organismo. Por outro 

lado, às formas de interações moleculares e mecanismos de bioatividade desses compostos 

ainda proporcionam um desafio para os cientistas (HEMAMALINI, ANARUG, 2013). 

A utilização de antioxidantes sintéticos para prolongar a estabilidade dos produtos 

alimentícios durante processamento e estocagem é frequentemente utilizada na indústria, 
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entretanto estas substâncias vêm sendo relacionadas com efeitos danosos a saúde. Assim, a 

busca por antioxidantes de fontes naturais que possam substituir os sintéticos tem recebido 

muita atenção por parte do segmento industrial e acadêmico (DECKER, 2008; 

MATKOWSKI, 2008). 

A região Amazônica, em função de sua enorme biodiversidade vegetal ainda pouco 

investigada, mostra-se como uma importante fonte de vegetais que apresentam elevados 

teores de compostos bioativos (SILVA et al., 2007a; SOUZA et al., 2007). Dentre as fontes 

vegetais destacam-se as espécies de Byrsonima crassifolia (muricizeiro) e de Inga edulis 

(ingazeiro) que apresentam elevados valores de capacidade antioxidante e de conteúdo 

fenólico em extratos de suas folhas em relação a outras plantas amazônicas (SILVA, ROGEZ, 

LARONDELLE, 2007b; SOUZA et al. 2008).   

Entretanto, a busca por novos compostos responsáveis pela capacidade antioxidante, além dos 

compostos fenólicos nessas dessas matrizes vegetais, têm tido um intenso interesse de 

pesquisas. Assim, torna-se imprescindível verificar a presença de outras moléculas com 

propriedades antioxidantes, como por exemplo, os esteroides vegetais (fitoesteróis) e os 

terpenoides. Pois, pesquisas sugerem que fitoesteróis, tais como beta-sitosterol, é responsável 

em parte, pelos efeitos protetores contra as espécies reativas de oxigênio. De fato, os 

fitoesteróis apresentam potencial antioxidante e diversas funções a nível molecular, acredita-

se que ele reduz o risco de doenças cardiovasculares e certos tipos de câncer (VIVACONS; 

MORENO, 2005). Nas plantas, mais de 200 tipos diferentes de fitoesteróis têm sido relatados, 

sendo os mais abundantes β-sitosterol, campesterol e estigmasterol (COSTA, 2010). 

Outra importante classe são os terpenóides, tais como o linalol, que apresentam capacidade 

antioxidante (CARVALHO; FONSECA, 2006). Tanyildizi et al. (2009) evidenciaram o efeito 

antioxidante do linalol associado à diminuição da formação de malondialdeídos (MDA) na 

peroxidação lipídica induzida. Enquanto que, Celik e Oskaya (2002) demonstraram que o efeito 

inibitório da peroxidação lipídica atribuído ao linalol é comparável à do α-tocoferol e do ácido 

lipóico, podendo dessa forma proteger ácidos graxos insaturados, com perspectiva de uso em 

terapias complementares aos danos causados pelo estresse oxidativo. 

Ao longo dos últimos anos, em função dos efeitos benéficos à saúde destes compostos, existe 

um grande interesse em quantifica-los em matrizes vegetais. O estudo destas plantas 

amazônicas, ricas em compostos bioativos, pode favorecer a descoberta de novos compostos 

e/ou novas fontes antioxidantes, fato que auxiliaria no desenvolvimento econômico e 

tecnológico da região. Assim, o trabalho tem como objetivo utilizar metodologia analítica 



59 

 

para identificação qualitativa e quantitativa destes compostos em matrizes vegetais 

amazônicas, avaliando a capacidade antioxidante dos extratos. 

PARTE EXPERIMENTAL 

Reagentes químicos 

Acetato de etila P.A (Êxodo Científica, Brasil), metanol P.A (Sigma Aldrich, Brasil), ácido 

sulfúrico concentrado P.A (Neon, Brasil), anidrido acético P.A (Merck, Alemanha), 

clorofórmio grau técnico, Metanol Grau HPLC (Sigma Aldrich, Brasil), ácido fórmico (Tedia, 

EUA), acetonitrila HPLC (Tedia, EUA), 2,2’-azinobis-amidinopropano dihidrocloreto 

(AAPH) (Wako Pure Chemical Industries, Orokawa, Japão), fluoresceína, 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcroman-ácido carboxilíco (Trolox), 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) e reagente 

Folin-Ciocalteu; padrões de quercetina (Sigma-Aldrich, EUA) , β-sitosterol e linalol (Sigma 

Aldrich, MO), ácido gálico, catequina, epicatequina, ácido ferrúlico, delfinidina, quercetina e 

miricetina (Sigma-Aldrich). Acetonitrilo LC/MS e metanol LC/MS foram adquiridos a partir 

de Biosolve (Valkenswaard, The Netherlands) 

Materia - prima 

As folhas da B. crassifolia e I. edulis utilizadas neste estudo foram coletadas em Belém-Pará e 

identificadas no herbário do Museu Paraense Emílio Goeldi (Belém-Pará), pelo método de 

comparação de exsicatas depositadas no banco de dados com número de registro para a B. 

crassifolia (220955) e I. edulis (220956). 

Preparo das amostras e extração de compostos 

Pré-tratamento da matéria-prima 

As folhas de B. crassifolia e I. edulis foram selecionadas, lavadas duas vezes com água 

corrente para remoção de poeira, material estranho e secas em estufa industrial com 

circulação de ar forçado a 60 °C por 8 horas. Foram moídas em moinho industrial para 

alcançar partículas com granulometria de 5 mm de granulometria. A matéria-prima foi 

armazenada ao abrigo da luz, a temperatura de 4 °C até a extração dos compostos bioativos. 

conforme metodologia utilizada por Cavalcante (2011)  

Preparação dos extratos vegetais 

As folhas trituradas foram submetidas a um processo de extração sólido-líquido, seguindo 

procedimento proposto por Pozo-Insfran et al (2004), Pellegrini et al. (2007) e Pompeu et al. 

(2009). A extração foi realizada com três sistemas sequenciais de solvente com polaridade 

crescente: acetato de etila, metanol e solução hidrometanólica (1:1 v:v). As extrações foram 

realizadas a temperatura de 28ºC, durante 1h e na proporção de 1:6 (massa : volume) de 
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planta seca e solvente, sendo extraídas duas vezes cada sistema de solvente (NACZK; 

SHAHID, 2004). O extrato obtido foi filtrado em papel de filtro e o resíduo foi macerado nas 

mesmas condições com o mesmo solvente, os extratos obtidos foram misturados.  

O processo resultou nos seguintes extratos: acetato de etila (EAE), metanólico (EM) e 

hidrometanólico (EHM). Para obtenção do extrato bruto foi misturada a metade de cada 

fração obtida individualmente, sendo em seguida concentrado em rotaevaporador à 40ºC, e 

armazenado sob refrigeração a -18ºC até o momento das análises. O rendimento da extração 

foi expresso em miligrama de extrato seco por grama de matéria-prima seca (mg ES / g MPS).  

Testes fitoquimicos qualitativos para identificação de metabolitos secundários 

Os extratos e frações foram submetidos a testes fitoquímicos de acordo com as classes de 

metabólitos secundários. Foram realizados testes para a identificação de esteroides através da 

reação Liebermann-Burchard, seguindo a metodologia descrita por Joshi et al. (2013) e para a 

identificação qualitativa dos terpenóides realizou-se o teste de Salkowski através da 

metodologia descrita Ayoola et al. (2008). Para compostos fenólicos, seguiu-se a reação com 

o reagente Folin-Ciocalteu, através da metodologia adaptada descrita por Singleton et al., 

1999. 

Determinação de fenólicos totais  

Para a dosagem do teor de fenólicos totais foi utilizada a método colorimétrico de Folin-

Ciocateu (SINGLETON, et al., 1999). Os resultados de polifenóis totais foram expressos em 

miligramas de equivalentes de quercetina por grama de extrato seco (mg EQ / g ES). 

Determinação de esteroides totais 

O teor de esteroides vegetais total foi determinado pelo método proposto por Sabir et al. 

(2003). Os resultados foram expressos como miligramas de equivalentes de β-sitosterol por 

grama de extrato seco (mg Eβ-sitosterol /g ES). 

Determinação de terpenoides totais 

A quantificação dos terpenóides foi determinada pelo método de Ghorai et al., (2012). O teor 

total de terpenóide expressos como miligrama de equivalentes linalol por grama de extrato 

seco (mg EL / g ES). 

Método ORAC ( Capacidade de absorção o radical oxigênio) 

O método ORAC foi determinado conforme a metodologia descrita por Silva et al. (2007b). 

Os resultados foram expressos μmol ET g-1 de ES. 

Atividade sequestrante do radical DPPH  

A capacidade antioxidante pelo método DPPH foi determinada conforme proposto por Brand-

Williams et al. (1995). Os resultados foram expressos µM ET.g-1 ES. 

Identificação e quantificação dos compostos fenólicos 
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Extração em Fase Sólida (SPE) de compostos fenólicos 

Os extratos foram submetidos à extração em fase sólida (clean-up), utilizando cartucho SPE 

Strata C18-E (Phenomenex) 55um, 200mg/3mL, em sistema 12 portas Visiprep SPE coletor 

Supelco de vácuo (Supelco Park, Bellefonte, PA), utilizando a metodologia descrita por Dias 

et al., 2010 com adaptações, foram utilizados 1 mL da solução (200 µL do extrato e 800 µL 

de água ultrapura) por cartucho, os quais foram previamente condicionados com 10 ml de 

metanol com 1% ácido fórmico e 10 ml de agua ultrapura 1% ácido fórmico. O clean-up foi 

realizado com 5 ml água ultrapura, e a eluição final foi realizada com 20 ml de metanol. 

Análises cromatográficas 

Para obtenção do perfil cromatográfico dos extratos utilizou-se um sistema UHPLC Thermo 

Scientific (EUA) equipado com bomba quaternária (LPG-3400RS), injetor automático (WPS-

3000SL Analytical), utilizando como detector um sistema detector de arranjo de diodos-DAD 

(DAD-3000), software de leitura de dados (Chromoleon 7.1 SR2), célula de fluxo (Standard 

Analytical) e coluna Kinetex C18, 2,6µm, 100x4,6 mm (Phenomenex). A temperatura da 

coluna foi mantida em 30ºC. Na análise foi empregado um sistema de eluição gradiente no 

modo reverso. Foram injetados 20 µL das amostras (filtradas em filtros de PVDF de 0,45 µm 

de porosidade e as fases móveis utilizadas foram água ultrapura com 1% de ácido fórmico 

(solução A) e acetonitrila com 1% ácido fórmico (solução B). Estas foram preparadas e 

filtradas com membranas de nylon (0,22 µm de porosidade) e submetidas ao banho 

ultrassônico por 15 minutos para degaseificação. 

O gradiente utilizado foi baseado em Dias et al., 2010, com as seguintes modificações: 3% B 

(0 a 13 minutos); 16% B (18 minutos); 16% B (24 minutos);19% B (24,5 minutos); 22% B 

(26 minutos); 36% B (27 até 34 minutos); 90% B (39 até 40 minutos); 3,0% B (43 minutos). 

Foram utilizados os seguintes padrões para a identificação dos compostos presentes nos 

extratos: ácido gálico, catequina, epicatequina, ácido ferrúlico, delfinidina, quercetina e 

miricetina. 

A identificação e quantificação dos compostos nas matrizes foram realizadas através das 

comparações dos tempos de retenção e área formada com os padrões utilizados. Foi também 

realizada escolha de picos majoritários, não identificados pelos padrões utilizados, que foram 

quantificados através da área formada e relacionados a uma possível classe de fenólicos. Os 

resultados foram expressos em mgEM/gES (miligramas de equivalentes miricetina por grama 

de extrato seco) para B. crassifolia e em mgEQ/gES
 
(miligramas de equivalentes quercetina 

por grama de extrato seco) para I. edulis. 

Analise HPLC- ESI- HRMS 



62 

 

Todas as análises de HPLC-MS foram realizadas em um sistema de Accela juntamente com o 

espectrômetro de massa do híbrido LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Bremen, 

Alemanha). Para experiências HRMS, dados foram adquiridos no modo de íon negativo 

usando MS exame completo com um alcance em massa de 100-1500 m/z. O orbitrap operado 

em resolução 30000 (definição FWHM). Todos os dados experimentais foram adquiridos 

através da calibração externa diariamente antes da aquisição de dados. Apropriado de ajuste 

da fonte de íon electrospray foi feito com ácido elágico no m/z 300.99. Aplicaram-se as 

seguintes condições de admissão de electrospray: pulverizar a tensão, 5kV; taxa de fluxo de 

gás (N2) bainha, 35 u.a.; taxa de fluxo do gás auxiliar (N2), 10 u.a.; temperatura capilar, 275° 

C; tensão capilar, -19 V; tubo de lente, -200 V  

Analise estatística  

Os dados obtidos são expressos como média ± desvio padrão (DP). Os coeficientes de 

correlação foram determinados no Microsoft Office Excell 2010.  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Rendimento dos extratos 

A Figura 1 apresenta os resultados dos rendimentos dos extratos brutos e frações das espécies 

vegetais B. crassifolia e I. edulis.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1- Rendimento dos extratos brutos e das frações de folhas de B. crassifolia e I. edulis, 

expressos em miligrama de extrato seco por grama de matéria prima seca (mg ES/g MPS). 

 

O rendimento da extração é influenciado por diversos fatores tais como: solvente utilizado, 

método de extração aplicado, que pode ser baseado em mecanismos químicos diferentes, 

tamanho de partícula do material vegetal, as condições de tempo e temperatura e a presença 

de compostos interferentes (CAO; PRIOR, 1999; YILMAZ; TOLEDO, 2006). Assim o 

rendimento obtido durante a etapa de extração, variando de 34,48 (3,4%) a 379,96 (37,9%) 

mg ES/g MPS para a B. crassifolia e 17,81 (1,7%) a 193,29 (19,3%) para o I. edulis. Observa-
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se que a fração acetato de etila apresenta menor rendimento em comparação com as demais 

frações isso pode ser justificado, pois solventes tais como acetona, acetato de etila geralmente 

promovem baixos rendimentos (NOUR et al., 2014). 

Testes fitoquímicos 

A análise fitoquímica dos extratos bruto e/ou frações de Byrsonima crassifolia e Inga edulis, 

revelou a presença de metabólitos secundários tais como: esteroides, terpenoides e compostos 

fenólicos (Tabela 1).  

Tabela 1 - Resultados dos testes fitoquímicos nas folhas de Byrsonima crassifolia e Inga 

edulis.  

EB = Extrato Bruto; FAE. = Fração Acetato de etila; FM = Fração Metanol; FHM = Fração Hidrometanólica 

(1:1); CE = Controle esteroides; CT = Controle terpenoides; CCF = Controle compostos fenólicos. O sinal “+” 

indica presença e “-” ausência do constituinte químico. Fortemente Positivo = (+++), Moderadamente Positivo = 

(++), Positivo = (+) 

A reação de Liebermann-Burchard revelou a presença de esteróis livres pela formação da 

coloração verde na fração acetato de etila da Bysonima crassifolia após adição de anidrido 

acético e ácido sulfúrico concentrado, coincidindo com os resultados obtidos por Lorenzi et 

al., (2006)  quando analizaram a fração acetado de etila de folhas de Byrsonima 

coccolobifolia. No estudo, a fração metanolica do Inga edulis evidenciou-se a presença de 

substâncias com natureza esteroidal ou esteróis livres utilizando o reagente Liebermann- 

Burchard o mesmo foi observado por Alvarez et al., (1998) para o Inga marginata. Isso 

ocorre porque os esteróides são compostos apolares, podendo aparecer, portanto, em solventes 

apolares, em menor quantidade, em solventes de polaridade alta ou intermediária (YUNES; 

CALIXTO, 2001).  

A reação de Salkowski para identificação colorimétrica de terpenóides, quando positiva, 

ocorre à formação de coloração castanho avermelhado na interface (AYOOLA et al. 2008). 

Isso foi observado para as frações metanolicas para as espécies amazônicas do estudo. 

Os compostos fenólicos estão presentes nestas matrizes amazônicas como já referenciado por 

Souza et al., (2008). Na Tabela 1 observa-se que todos os extratos e/ou frações apresentaram-

se positivos confirmando assim a presença dessas substancias. A intensidade na coloração 

para o teste qualitativo foi evidenciado por símbolos variando de positivo a fortemente 

Teste 

fitoquímico 

Byrsonima crassifolia Inga edulis Controle 

EB FAE FM FHM EB FAE FM FHM CE CT CCF 

Liebermann-

Burchard 
+ + - - + - + - + - - 

Salkowski + - + - + - + - - + - 

Folin  

Ciocalteu 
(++) (+) (+++) (+++) (+) (+) (++) (++) - - + 
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positivo, essa variação pode ser relacionada com a concentração de compostos fenólicos em 

cada extrato e/ou fração, pois segundo Bora et al., (2005) a intensidade da coloração azul para 

o reativo Folin-Ciocalteu é maior quanto maior a quantidade de compostos fenólicos na 

solução. 

Avaliação do teor de compostos bioativos  

 

Polifenóis totais, esteroides totais, terpenoides totais 

 

A Tabela 2 mostra os valores obtidos para a determinação colorimétrica dos compostos 

fenólicos, esteroides e terpenoides totais dos extratos brutos e frações das matrizes vegetais 

amazônicas. Os resultados estão expressos em miligramas de equivalentes de quercetina, β-

sitosterol, linalol por grama de extrato seco respectivamente. 

Tabela 2 – Concentração de polifenóis, esteroides e terpenoides totais dos extratos bruto e 

frações de folhas de Byrsonima crassifolia e Inga edulis. 

B. crassifolia 

Extrato bruto/ frações 

Polifenóis totais 

(mg EQ / g
 
ES) 

Esteroides totais 

(mg Eβ-sitosterol /g ES) 

Terpenoides totais 

(mg EL / g ES) 

EB 124,39 ± 4,11 5,65 ± 1,82 11,17 ± 2,30 

FAE 43,54 ± 2,21 19,67 ± 2,11 ND 

FM 341,47 ± 5,10 ND 31,92 ± 6,24 

FHM 210,80 ± 1,56 ND ND 

I. edulis 

Extrato bruto/ frações 

Polifenóis totais 

(mg EQ / g
 
ES) 

Esteroides totais 

(mg Eβ-sitosterol /g ES) 

Terpenoides totais (mg 

EL / g ES) 

EB 59,49 ± 2,55 3,47 ± 0,46 14,08 ± 2,46 

FAE 35,26 ± 2,12 ND ND 

FM 183,65 ± 7,20 10,60 ± 2,46 43,48 ± 7,96 

FHM 163,92 ± 2,88 ND ND 

EB = Extrato Bruto; FAE = Fração Acetato de Etila; FM = Fração Metanol; FHM = Fração Hidrometanólica 

(1:1).  

Observa-se na Tabela 2 que as folhas de Byrsonima crassifolia apresentam maior teor de 

polifenóis totais em relação ao Inga edulis, sugerindo que estas folhas sintetizam mais esses 

compostos. A menor concentração de polifenóis totais para o Inga edulis em relação a 

Byrsonima crassifólia, também pode ser observada nos estudos de Pompeu et al. (2012) e 

Silva (2007b). 

É possível observar que na fração acetato de etila em ambas as espécies vegetais concentra-se 

a menor quantidade de compostos fenólicos totais. Isto é coerente com o fato de que o 

conteúdo de fenólicos totais é significativamente dependente dos solventes empregados. 

Quando se utiliza solvente um pouco polar, como acetato de etila, ele permite recuperar as 

agliconas livres pouco polares, tais como flavonas, flavonóides, flavanonas, di-hidroflavonóis, 
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isoflavonas e outras agliconas com alto grau de metilação. Aumentando a polaridade do 

solvente, chegando até metanol : água, é possível extrair as agliconas poli-hidroxiladas, as 

flavonas em flavonóis mais polares, auronas, chalconas. O solvente influencia 

expressivamente os teores de polifenois totais nos extratos. Em geral, os resultados 

demonstraram que os extratos alcoólicos apresentaram maiores teores de compostos fenólicos, 

o etanol e metanol são os mais citados como melhores extratores de polifenois  em relação a 

solventes menos polares e a água pura (OH et al., 2013). 

Nos estudos realizados por Sathishkumar et al., (2014), foram determinados o conteúdo total 

de fitoesteróis de folhas de Tabernaemontana heyneana Wall apresentando valor de 

aproximadamente 58,5 mg/g, valor este superior ao encontrado no estudo para as diferentes 

frações das folhas de  Byrsonima crassifolia e Inga edulis (19,67 e 10,60  mg E β-sitosterol / g 

ES).  

Nos estudos realizados por Geetha, et al., (2015) para folhas Tanacetum Parthenium L. e 

Sumitha, et al., (2015) para as folhas de Cleome chelidonii Linn utilizando como padrão o 

linalol, foram determinados o conteúdo de terpenoides totais das frações metanólicas 

apresentando valores de 53,65 e  52,10 mg EL / g, próximos aos encontrados no estudo para 

as diferentes espécies amazônicas (31,92 e 43,48 mg EL / g). 

Avaliação da capacidade antioxidante  

 

ORAC e DPPH 

Na Tabela 3 e 4 são apresentados os valores de capacidade antioxidante ORAC e DPPH 

encontrados nos extratos, frações das folhas de Byrsonima crassifolia e Inga edulis e padrões.  

Tabela 3 – Valores de capacidade antioxidante ORAC e DPPH encontrados nos extratos e 

frações das folhas de Byrsonima crassifolia e Inga edulis. 

Extrato 

bruto/ 

frações 

 

ORAC (μmol ET g-1 de ES) 

 

 

DPPH (µM ET.g-1 ES) 

B. crassifólia I. edulis B. crassifólia   I. edulis 

EB 4652 ± 708 942 ± 227 4491 ± 290 700 ± 45 

FAE 3991 ± 505 357 ± 70 3258 ± 212 320 ± 70 

FM 5869 ± 563 2223 ± 583 5175 ± 544 2073 ± 189 

FHM 4191 ± 258 520 ± 46 3921 ± 623 470 ± 74 

EB = Extrato Bruto; FAE = Fração Acetato de Etila; FM = Fração Metanol; FHM = Fração 

Hidrometanólica (1:1);  
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A capacidade antioxidante dos extratos brutos e frações determinada pelo método ORAC, 

observado na Tabela 3, variou entre 3991 a 5869 µM EqT.g
-1 

ES para Byrsonima crassifolia e 

de 357 a 2223 µM EqT.g
-1 

ES para o Inga edulis. As frações metanólicas das diferentes 

espécies apresentam alto valor de ORAC. Tal fato pode ser justificado pela maior quantidade 

de compostos fenólicos encontrados nesta fração. Nos estudos realizados por Souza et al. 

(2008) empregando uma solução hidrometanólica (80:20 v/v) determinou a  capacidade 

antioxidante das folhas de Byrsonima crassifolia e Inga edulis (736 e 1.463 μmol ET g-1 de 

folha seca, respectivamente). Essa diferença em relação a capacidade antioxidante encontrada 

no estudo (Tabela 3) com os autor acima mencionados está possivelmente relacionada com o 

método de extração, purificação e a forma de expressar os resultados pelos autores.  

O teste utilizando o radical livre DPPH verifica-se que as frações metanólicas das espécies 

vegetais apresentaram maior atividade antioxidante, isso pode ser justificado, pois para se 

obter uma boa atividade antioxidante de um extrato vegetal é necessário a máxima extração 

dos compostos biotivos, sendo que esses apresentam polaridades diferentes, e por isso a 

escolha do solvente é determinante (DUZZIONO et al., 2010). Assim a fração metanólica 

possivelmente extraiu inúmeras substancias que contribuíram para maior capacidade 

antioxidante e isso pode ser evidenciado quando comparamos os resultados, ao doseamento de 

polifenois totais, esteroides totais e terpenoides totais para as fração metanólicas, infere-se 

que a capacidade antioxidante encontrada no ensaio está intimamente relacionada com a 

grande concentração de polifenois, além da presença de esteroides vegetais e terpenoides na 

amostra.  

Dentre os padrões (Tabela 4), o padrão β-sitosterol no método ORAC apresentou o maior 

valor de capacidade antioxidante (13,48 μmol ET/μmol), enquanto que o padrão de compostos 

fenólicos a quercetina mostrou o maior valor no ensaio DPPH (22,08 μmol ET/μmol). Isso 

pode ser justificado, pois o composto beta-sitosterol é capaz de sequestrar os radicais livres, 

quando a sua concentração for alta o suficiente na amostra (PANIAGUA-PÉREZ ET, AL., 

2008). 
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Tabela 4 – Valores de capacidade antioxidante ORAC e DPPH encontrados nos padrões 

químicos. 

 

 

Padrões 
ORAC (μmol ET/μmol) DPPH (μmol ET/μmol)) 

PQ 6,66 ± 0,68 22,08 ± 0,58 

PBS 13,48 ± 1,59 6,17 ± 1,64 

PL 9,46 ± 2,19 2,95 ± 0,16 

ST 1,14 ± 0,21 1,05 ± 0,11 

PQ = Padrão Quercetina; PBS = Padrão β-sitosterol; PL = Padrão Linalol; ST = Solução de Trolox. 

 

Análise cromatográfica  

A análise cromatografica de Byrsonima crassifolia e Inga edulis estão representados nas 

Tabelas 5 e 6, respectivamente. Constatou-se a presença de catequina, epicatequina, 

quercetina e ácido ferrúlico nos extratos bruto e frações, além de ácido gálico presentes nos 

extratos bruto das duas matrizes. Esses compostos, no entanto, apresentaram-se em baixas 

concentrações e não se encontraram dentro do limite da curva de calibração realizada para a 

quantificação dos mesmos. Apenas na fração metanol:água foram quantificados os conteúdos 

de catequina e epicatequina, fato que pode estar relacionado ao solvente mais polar utilizado 

nesta fração, que segundo a literatura consegue uma melhor extração de flavanóis, classe de 

compostos fenólicos em que se encontram a catequina e epicatequina (ALVARENGA, 2013). 

Os compostos majoritários observados na Byrsonima apresentaram tempo de retenção de 

20,30 minutos (quercetin-3-O-α-D-arabinoside), 17,58 minutos (quercetin-3-O-β-D-

galactoside),18,70 minutos (quercetin-3-O-β-D-glucoside) e 23,00 minutos (quercetin-3-O-α-

D-arabinoside-2"-gallate), e para Inga edulis tempos de 13,56 minutos (Miricetina-3-O-(-L-

rhamnopyranoside), 13,82 minutos (Quercetina-3-O-(-L-glucopyranoside) e 17,2 minutos 

(Quercetina-3-O-(-L-rhamnopyranoside), com picos de absorção em espectros ultravioleta em 

350 nm. 
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Tabela 5. Concentração dos compostos fenólicos do extrato bruto e frações de Byrsonima 

crassifolia  

Extratos e 

frações 
Composto fenólico 

Classe de 

fenólicos 

Comprimento 

de onda de 

leitura (nm) 

Tempo de 

retenção 

(min) 

Quantificação 

dos compostos 

(mgEM gES
-1

) 

Extrato bruto 

Ácido gálico Ác.benzóico 280 3,20 n.q 

Catequina Flavanol 280 7,87 n.q 

Epicatequina Flavanol 280 10,40 n.q 

Ácido ferrúlico Ác.cinâmico 280 14,21 n.q 

Quercetina Flavonol 350 27,47 n.q 

quercetin-3-O-α-D-

arabinoside 
Flavonol 350 20,30 20,00±0,35 

quercetin-3-O-β-D-

galactoside 
Flavonol 350 17,58 23,00±0,40 

quercetin-3-O-β-D-

glucoside 
Flavonol 350 18,70 23,00±0,45 

quercetin-3-O-α-D-

arabinoside-2"-gallate 
Flavonol 350 23,00 20,00±0,45 

Fração 

metanólica 

Ácido gálico Ác.benzóico 280 n.i n.q 

Catequina Flavanol 280 7,87 n.q 

Epicatequina Flavanol 280 10,40 n.q 

Ácido ferrúlico Ác.cinâmico 280 14,21 n.q 

Quercetina Flavonol 350 27,47 n.q 

quercetin-3-O-α-D-

arabinoside 
Flavonol 350 20,30 81,00±0,25 

quercetin-3-O-β-D-

galactoside 
Flavonol 350 17,58 70,00±0,35 

quercetin-3-O-β-D-

glucoside 
Flavonol 350 18,70 58,00±0,40 

quercetin-3-O-α-D-

arabinoside-2"-gallate 
Flavonol 350 23,00 38,00±0,40 

Fração 

metanol: 

água 

Ácido gálico Ác.benzóico 280 n.i n.q 

Catequina Flavanol 280 7,84 1,00±0,40 

Epicatequina Flavanol 280 10,39 1,00±0,35 

Ácido ferrúlico Ác.cinâmico 280 14,20 n.q 

Quercetina Flavonol 350 27,41 n.q 

quercetin-3-O-α-D-

arabinoside 
Flavonol 350 20,30 36,90±0,50 

quercetin-3-O-β-D-

galactoside 
Flavonol 350 17,58 39,10±0,50 

quercetin-3-O-β-D-

glucoside 
Flavonol 350 18,70 25,00±0,45 

quercetin-3-O-α-D-

arabinoside-2"-gallate 
Flavonol 350 23,00 23,80±0,45 

Os desvios padrões representam as variações nas concentrações da análise em triplicata. n.i=não identificado; 

n.q= não quantificado; nm= nanômetros; min=minutos; mgEM gES
-1

=miligramas equivalentes miricetina por 

grama de extrato seco. 

Souza et al. (2007) encontraram concentrações de 0,82; 9,67 e 25,43 mg EAG gES
-1 

(miligrama equivalentes de ácido gálico por grama de extrato seco)  para ácido gálico, 

catequina, epicatequina, respectivamente, em frações de extratos de Inga edulis. Dias et al. 

(2010) ao avaliarem o perfil de folhas de Inga edulis observaram concentrações de 1,98, 

13,61, 6,32 e 1,76 mg g FS
-1

 (miligrama por grama de fração seca) para ácido gálico, 
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catequina, epicatequina e quercetina, respectivamente. Foram ainda identificados por esses 

autores a presença de procianidina B1, procianidina B2, quercetina raminapiranosídeo, 

miricetina nos extratos de Inga edulis.  

Tabela 6. Concentração dos compostos fenólicos do extrato bruto e frações de Inga edulis 

Extratos e 

frações 

Composto fenólico Classe de 

fenólicos 

Compriment

o de onda de 

leitura (nm) 

Tempo de 

retenção 

(min) 

Quantificação 

dos compostos 

(mgEQ gES
-1

) 

Extrato bruto 

Ácido gálico Ác.benzóico 280 3,20 n.q 

Catequina Flavanol 280 7,87 n.q 

Epicatequina Flavanol 280 10,40 n.q 

Ác. ferrúlico Ác.cinâmico 280 14,21 n.q 

Quercetina Flavonol 350 27,47 2,00±0,45 

Miricetina-3-O-(-L-

rhamnopyranoside 

Flavonol 350 13,56 7,00±0,30 

Quercetina-3-O-(-L-

glucopyranoside 

Flavonol 350 13,82 5,20±0,50 

Quercetina-3-O-(-L-

rhamnopyranoside 

Flavonol 350 17,2 5,73±0,25 

Fração 

metanólica 

Ácido gálico Ác.benzóico 280 n.i n.q 

Catequina Flavanol 280 7,87 n.q 

Epicatequina Flavanol 280 10,40 n.q 

Ác.ferrúlico Ác.cinâmico 280 14,21 n.q 

Quercetina Flavonol 350 27,47 n.q 

Miricetina-3-O-(-L-

rhamnopyranoside 

Flavonol 350 13,56 79,00±0,40 

Quercetina-3-O-(-L-

glucopyranoside 

Flavonol 350 13,82 49,00±0,50 

Quercetina-3-O-(-L-

rhamnopyranoside 

Flavonol 350 17,2 6,40±0,40 

Fração 

metanol:água 

Ácido gálico Ác.benzóico 280 n.i n.q 

Catequina Flavanol 280 7,84 2,00±0,40 

Epicatequina Flavanol 280 10,39 2,00±0,55 

Ác.ferrúlico Ác.cinâmico 280 14,21 1,00±0,45 

Quercetina Flavonol 350 27,39 n.q 

Miricetina-3-O-(-L-

rhamnopyranoside 

Flavonol 350 13,56 10,00±0,65 

Quercetina-3-O-(-L-

glucopyranoside 

Flavonol 350 13,82 8,00±0,50 

Quercetina-3-O-(-L-

rhamnopyranoside 

Flavonol 350 17,2 110,00±0,70 

Os desvios padrões representam as variações nas concentrações da análise em triplicata. n.i=não identificado; 

n.q= não quantificado; nm= nanômetros; min=minutos; mgEQ gES
-1

=miligramas equivalentes quercetina por 

grama de extrato seco. 

Gordon et al. (2011), observaram a presença de 19 tipos diferentes de compostos fenólicos em 

Byrsonima crassifolia, incluindo o ácido gálico, proantocianidinas e derivados de quercetina. 

Souza et al. (2008), observaram como composto majoritário em folha de Inga edulis a 

miricetina-3-O-α-L-raminopiranosídeo com concentrações de 16,51 mg EAG gES
-1 

(equivalente ácido gálico por grama de extrato seco). Assim como Dias et al. (2010), que 

observaram a miricetina-3-O-α-L-raminopiranosídeo em concentrações de 18,52 e 26,82 mg g 

FS
-1 

(miligramas por grama de fração seca). 
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A variação na identificação e quantificação de compostos fenólicos é influenciada pela 

natureza do composto, quantidade de metabólitos secundários presentes na planta, o método 

de extração empregado, o tamanho da amostra, o tempo e as condições de estocagem, o 

padrão utilizado e a presença de interferentes (ANGELO, 2007).  

Os compostos majoritários presentes nas duas matrizes possivelmente estão inseridos na 

classe dos flavonóis, pelo tempo de retenção e espectro de absorção, fato que pode estar 

diretamente ligada a atividade antioxidante apresentada pelas matrizes, já que compostos 

dessa classe têm sido relacionados a inúmeras propriedades biológicas, inclusive atividade 

antioxidante (BORS et al., 1987; YUTING et al., 1990).  

É necessário, mais pesquisas que possam identificar e quantificar os compostos fenólicos 

presentes nessas matrizes vegetais, além de outros compostos responsáveis pela capacidade 

antioxidante através do isolamento desses compostos por cromatografia preparativa para 

elucidação de sua eficiência de forma isolada e em sinergismo com a matriz vegetal. 

CONCLUSÕES  

A extração sequencial de polaridade crescente com três solventes diferentes possibilitando a 

obtenção de extratos brutos e frações para a realização dos testes fitoquimicos de 

caracterização, além de avaliar a capacidade antioxidante dos extratos e das frações obtidas, 

podendo assim sugerir a possível presença de: 

Fitoesteróis e terpenoides na fração acetato de etila e metanólica respectivamente para a 

Byrsonima crassifolia e para o Inga edulis a fração metanólica foi à fração que se apresentou 

positiva para os testes.  

A capacidade antioxidante determinada pelo método ORAC e DPPH indicaram que tanto os 

extratos brutos quanto as frações apresentam essa propriedade, em maior ou menor nível, com 

destaque para as frações metanólicas das folhas estudadas. As frações metanólicas das 

diferentes espécies apresentam alto teor em polifenóis totais, além da presença de fitoesteróis 

e terpenoides contribuindo assim como alto valor de ORAC e DPPH, indicando que os 

compostos presentes nas frações metanólicas possuem boa capacidade antioxidante. Apesar 

de a fração acetado de etila ter apresentado o menor valor de capacidade antioxidante e ser a 

fração com resultado positivo para esteroides vegetais para a Byrsonima crassifolia, o estudo 

pode evidenciar a importância da concentração elevada desse composto para que a capacidade 

antioxidante fosse mais pronunciada.  
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Compostos fenólicos estão presentes nestas matrizes vegetais como constatado na literatura, 

mas o estudo contribui para informações referentes à concentração desses compostos em 

função do tipo de solvente empregado avaliando qualitativamente e quantitativamente. 

Na análise cromatográfica foram identificados 4 compostos majoritários para Byrsonima 

crassifolia e 3 para Inga edulis, pertencentes possivelmente a classe dos flavonóis. Os 

resultados obtidos neste trabalho contribuem para o conhecimento de novos compostos 

bioativos responsáveis pela capacidade antioxidante dos extratos vegetais das espécies 

amazônicas Byrsonima crassifolia e Inga edulis, logo como perspectiva um estudo mais 

detalhado desses compostos responsáveis pela capacidade antioxidante desponta interesse 

imediato para os mais diversos setores do conhecimento, uma vez que envolve aspectos da 

química, nutrição, entre outras, no sentido de encontrar respostas para promoção da saúde das 

pessoas; portanto, para a melhoria da qualidade de vida, além de deixar evidente o potencial 

dessas plantas e assim contribuir com o busca desenvolvimento tecnológico da região. 
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