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Resumo 
 

Este trabalho abordou o estudo químico e a avaliação das atividades biológicas 
dos extratos de folhas e frutos de Eugenia brasiliensis LAM. e Eugenia 
involucrata DC,  espécies nativas brasileiras usadas na medicina popular para 
tratamento de inflamações. Nos frutos de E. brasiliensis e E. involucrata foram 
identificadas por CLAE-DAD-EM/EM 19 antocianinas: cianidina-3-O-
soforosídeo (A1), delfinidina-3-O-laminaribiosídeo (A2), delfinidina-3-O-
galactosídeo (A3), delfinidina-3-O-glicosídeo (A4), cianidina-3-O-galactosídeo 
(A5), cianidina-3-O-laminaribiosídeo (A6), cianidina-3-O-sambibiosídeo (A7), 
cianidina-3-O-cafeoil-diglicosídeo (A8), cianidina-3-O-glicosídeo (A9), cianidina-
3-O-cafeoil-glicosídeo (A10), delfinidina-3-O-cumaroil-glicosídeo (A11), 
pelargonidina-3-O-glicosídeo (A12), cianidina-3-O-maloil-glicosídeo (A13), 
cianidina-3-O-acetoil-glicosídeo (A14), cianidina-3-O-pentosídeo (A15), quatro 
antocianinas não identificadas (A16, A17, A18 e A19) e delfinidina (A20). Com 
exceção de A3, A4, A5 e A9, identificadas anteriormente em E. brasiliensis, as 
antocianinas são relatadas pela primeira vez em ambas espécies. O teor obtido 
para as antocianinas majoritárias, A4 e A9, em E. brasiliensis foi 1,15 e 3,01 
mg.g-1 (fruto fresco), respectivamente e em E. involucrata foi 0,58 e 2,02 mg.g-1 

(fruto fresco), respectivamente. As substâncias isoladas das folhas de E. 
brasiliensis incluem um dissacarídeo (1), duas flavanonas: 2-(S)-7,5-di-hidroxi-
6-metilflavanona (2) e 2-(S)-7,5-di-hidroxi-6,8-dimetilflavanona (3), uma di-
hidrochalcona: 2’-6’-di-hidroxi-3’-metil-4’-metoxi-di-hidrochalcona (4) e uma 
neolignana: 7,8,7’,8’-tetra-hidro-8,8’-dimetil-3,3’-dimetoxi-4,4’-di-hidroxi-
dibenzociclo-octadieno (5). As substâncias 2, 3 e 4 foram relatadas pela 
primeira vez na espécie em estudo e a substância 5 é inédita. Nas infusões de 
E. brasiliensis e E. involucrata foram identificadas 10 substâncias por EM: ácido 
gálico (C1), ácido cafeico (C2), ácido quínico (C3), [epi]catequina (C4), 
[epi]galocatequina (C5), ácido cafeoil-O-glicosídeo (C6), quercetina-3-O-
ramnosídeo (C7), [epi]afzelequina-[epi]catequina (C8), [epi]galocatequina-
[epi]catequina (C9) e [epi]galocatequina-[epi]galocatequina (C10). Apenas a 
catequina e a galocatequina foram identificadas anteriormente em E. 
brasiliensis. Os extratos das folhas de Eugenia brasiliensis apresentam 
atividade antioxidante, detectada pelos ensaios de redução do MTT e de 
inibição de lipoperoxidação usando LUVs, e ainda atividade anti-inflamatória, 
evidenciada pela inibição de enzimas cicloxigenases COX-1 e COX-2. 
 

Palavras-chave: Eugenia brasiliensis. Eugenia involucrata. Flavonoides. 
Antocianinas. Antioxidante. Anti-inflamatório.  
 

 

 

 
 

 
 



Abstract 
 
This work deals with the chemical study and evaluation of biological activities of 
extracts from leaves and fruits of Eugenia brasiliensis LAM. and Eugenia 
involucrata DC, two Brazilian species used as folk medicines for treating 
inflammatory diseases. Nineteen anthocyanins were identified from fruits of E. 
brasiliensis and E. involucrata by HPLC-PDA-MS/MS: cyanidin-3-O-
sophoroside (A1), delphinidin-3-O-laminaribioside (A2), delphinidin-3-O-
galactoside (A3), delphinidin-3-O-glucoside (A4), cyanidin-3-O-galactoside (A5), 
cyanidin-3-O-laminaribioside (A6), cyanidin-3-O-sambibioside (A7), cyanidin-3-
O-caffeoyl-diglucoside (A8), cyanidin-3-O-glucoside (A9), cyanidin-3-O-caffeoyl-
glucoside (A10), delphinidin-3-O-coumaroyl-glucoside (A11), pelargonidin-3-O-
glucoside (A12), cyanidin-3-O-maloyl-glucoside (A13), cyanidin-3-O-acetoyl-
glucoside (A14), cyanidin-3-O-pentoside (A15), and four non-identified 
anthocyanins (A16, A17, A18 e A19) and delphinidin (A20) . Except for A3, A4, A5 
and A9, which had been previously identified in E. brasiliensis, the other 
anthocyanis are reported here for the first time in both species. The major 
anthocyanins, A4 e A9, were quantified and presented yields of 1.15 and 3.01 
mg.g-1 to E. brasiliensis (fresh fruit), respectively and 0.58 and 2.02 mg.g-1 to E. 
involucrata (fresh fruit), respectively. The isolated compounds from E. 
brasiliensis leaves include one dissacharide (1), two flavanones: 2(S)-7,5-
dihydroxy-6-methylflavanone (2) and 2(S)-7,5-dihydroxy-6,8-dimethylflavanone 
(3), one dihydrochalcone: 2’,6’-dihydroxy-3’-methyl-4’-methoxy-dihydrochalcone 
(4) and the lignan: 7,8,7’,8’-tetrahydro-8,8’-dimethyl-3,3’-dimethoxy-4,4’-
dihydroxidibenzocyclooctadiene (5). Compounds 2, 3 and 4 are reported herein 
for first time in this species and compound 5 is a new neolignan. Eleven 
compounds were identified by FIA-MS from the tea of E. brasiliensis and E. 
involucrata: gallic acid (C1), caffeic acid (C2), quinnic acid (C3), [epi]catechin 
(C4), [epi]gallocatechin (C5), caffeoyl-O-glucoside acid (C6), quercetin-3-O-
ramnoside (C7), [epi]afzelechin-[epi]catechin (C8), [epi]gallocatechin-
[epi]catechin (C9) e [epi]gallocatechin-[epi]gallocatechin (C10), with only catechin 
and gallocatechin previously identified in E. brasiliensis. Crude extracts from 
leaves of Eugenia brasiliensis showed antioxidant activity, which was detected 
by lipoperoxidation inhibition using LUV’s and MTT reduction assays, in addition 
to anti-inflammatory activity, evidenced by cyclooxygenase enzymes COX-1 
and COX-2 inhibition assays. 
 
Keywords: Eugenia brasiliensis. Eugenia involucrata. Flavonoids. 
Anthocyanins. Antioxidant. Antiinflammatory. 
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1 Introdução 

 

1.1 A importância dos Produtos Naturais 

Ao longo da História da Humanidade, a Natureza tem sido uma fonte 

promissora de recursos naturais com fins medicinais para o tratamento, 

prevenção e cura de diversas doenças. Os egípcios possuem documentos de 

1500 a. C. com mais de 700 drogas relatadas, a maioria de origem vegetal. Os 

documentos mais antigos são da Mesopotâmia, datam de 2600 a. C. e relatam 

aproximadamente 1000 substâncias derivadas de plantas (CRAGG, 

GROTHAUS & NEWMAN, 2009). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que aproximadamente 

65% da populaçao mundial faz uso das plantas medicinais como tratamentos 

iniciais para diversas patologias. Por esta razão, a OMS tem incentivado o 

estudo de plantas tradicionalmente conhecidas como medicinais, com o 

objetivo de avaliar cientificamente os benefícios da utilização de medicamentos 

fitoterápicos e de conhecer, ao mesmo tempo, os riscos de seu uso indevido. 

(LOGUERCIO et al., 2005; CRAGG, GROTHAUS & NEWMAN, 2009)  

Pesquisas realizadas entre os anos de 1981 e 2006 mostram a 

importância dos produtos naturais na produção dos medicamentos utilizados 

pela população (Figura 1): 14% são de origem biológica (como proteínas ou 

peptídeos isolados de organismos ou células), 5% são provenientes apenas de 

produtos naturais, 23% são produtos semissintéticos derivados de produtos 

naturais, 10% são de origem totalmente sintética, porém o grupo farmacofórico 

mimetiza um produto natural, 4% são de origem totalmente sintética, mas o 

grupo farmacofórico é igual a de um produto natural; 10% são de origem 

totalmente sintética e sua estrutura mimetiza um produto natural, 30% são 

totalmente sintéticos e 4% são vacinas (NEWMAN & CRAGG, 2007). De 

acordo com os dados mostrados acima, é inegável a importância das plantas 

como fontes para fitomedicamentos e como protótipos para o desenvolvimento 

de novos fármacos sintéticos.  
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Figura 1 - Dados estatísticos das substâncias químicas obtidas entre os anos de 1981 e 2006. 

 
Fonte: NEWMAN & CRAGG, 2007. 

 

Exemplos marcantes incluem a vimblastina (Figura 2) e a vincristina 

(Figura 2), substâncias naturais isoladas de Catharanthus roseus, que 

inicialmente mostraram potencial para o tratamento de diabetes. Estudos 

posteriores, no entanto, evidenciaram que ambas as substâncias se mostraram 

promissoras para o tratamento do câncer. Outro exemplo é o flavopiridol 

(Figura 2), um análogo sintético da rohitukina (Figura 2), isolada de Dysoxylum 

binectariferum. A rohitukina possui atividade anti-inflamatória e 

imunomoduladora e o flavopiridol inibe o crescimento de linhagens de câncer 

de mama e pulmão (CRAGG, GROTHAUS & NEWMAN, 2009).  

 
Figura 2 - Exemplos de algumas substâncias naturais e seus análogos sintéticos : (A)-

vimblastina; (B)-vincristina; (C)-flavopiridol; (D)-rohitukina. 

 
Fonte: CRAGG, GROTHAUS & NEWMAN, 2009. 

A  

B C D 
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Além de serem usadas como medicamentos muitas plantas podem ser 

consumidas como alimentos funcionais e/ou nutracêuticos. Alimentos 

funcionais são alimentos que além das funções nutricionais básicas, quando 

consumidos devem apresentar propriedades benéficas à saúde como, por 

exemplo, reduzir o risco de doenças neurodegenerativas. Estes alimentos 

devem ser seguros para consumo sem supervisão médica. Os nutracêuticos 

podem ser definidos como alimentos ou parte dos alimentos que apresentam 

benefícios à saúde, incluindo prevenção e/ou tratamento de doenças. 

Normalmente, os nutracêuticos são consumidos como nutrientes isolados, 

suplementos dietéticos, produtos projetados, produtos herbais e alimentos 

processados. As diferenças básicas entre alimentos funcionais e nutracêuticos 

são: os nutracêuticos são usados na prevenção e no tratamento de doenças, 

sendo necessário acompanhamento médico, os nutracêuticos incluem 

suplementos dietéticos enquanto que os alimentos funcionais devem estar na 

forma de um alimento comum (MORAES & COLLA, 2006). A pesquisa de 

bioprospecção, ou seja, a busca de substâncias que apresentam propriedades 

biológicas e/ou farmacológicas atrativas para o tratamento das diversas 

doenças, é favorecida pela disponibilidade de fontes naturais detentoras de alta 

quimiodiversidade. Esta condição é verificada em regiões de alta 

biodiversidade, já que a composição química das plantas e microrganismos, 

principais fontes de substâncias bioativas naturais para o desenvolvimento de 

agentes terapêuticos, geralmente apresenta características específicas, 

associadas a determinados grupos taxonômicos. 

O Brasil é detentor da maior e da mais rica biodiversidade do planeta. 

Esta vasta diversidade biológica deve-se ao fato de que o Brasil possui várias 

zonas climáticas que incluem o trópico úmido no norte, o semiárido no nordeste 

e áreas temperadas no sul. As diferenças climáticas contribuem para as 

diferenças ecológicas formando zonas biogeográficas distintas chamadas 

biomas. No Brasil há cinco biomas principais: Floresta Amazônica (maior 

floresta tropical úmida); Pantanal (maior planície inundável); Cerrado (savanas 

e bosques); Caatinga (florestas semiáridas) e Mata Atlântica (floresta tropical 

pluvial) (www.mma.gov.br). 

Geralmente, o estudo de uma planta começa a partir de dados obtidos 

pela pesquisa etnofarmacológica. Esta pesquisa fornece informações de 
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grande importância sobre a escolha do material vegetal, bem como contribui 

para a seleção das bioatividades e patologias a serem investigadas. Baseando-

se nisso, as espécies escolhidas para este trabalho são provenientes de dois 

biomas brasileiros: a Mata Atlântica e o Cerrado e pertencem à família 

Myrtaceae e ao gênero Eugenia. As espécies de Eugenia possuem frutos 

comestíveis e são usadas na medicina tradicional como antiinflamatório, 

analgésico, antipirético, anti-hiperglicêmico e antidiarreico, sendo que algumas 

destas bioatividades estão relacionadas ao seu potencial antioxidante 

(MAGINA et al., 2009; FISCHER, HENRIQUES & MORENO, 2005).  

 

1.2  A Família Myrtaceae e o gênero Eugenia 

 
A família Myrtaceae é nativa de regiões tropicais, principalmente 

América do Sul, Sudeste da Ásia e Austrália, compreende 132 gêneros e 4620 

espécies, sendo que no Brasil há 48 gêneros e mais de 900 espécies. Esta 

família é dividida em duas subfamílias, a Leptospermoideae, que apresenta 

espécies com frutos secos encontrados em sua maioria na Austrália, e a 

Myrtoideae que possui espécies com frutos carnosos, encontrados 

principalmente na América Central e América do Sul. No Brasil, as espécies 

nativas pertencem à subfamília Myrtoideae. Algumas espécies representativas 

da subfamília Myrtoideae são Psidium guajava (goiaba), Eugenia uniflora 

(pitanga), Myrciaria cauliflora (jabuticaba), Eugenia uvalha (uvaia) e Eugenia 

jambolana (jambolão). As plantas desta família possuem grande importância 

econômica, pois podem ser usadas como alimentos, como plantas ornamentais 

e na medicina tradicional (REYNERTSON et al., 2008; DOMINGUES et al., 

2008; CRUZ et al., 2011). O Sistema único de Saúde (SUS) divulgou uma lista 

com 71 espécies de plantas que podem ser usadas como fitoterápicos, entre 

estas espécies estão pelo menos três espécies da família Myrtaceae: 

Eucalyptus globulus, Eugenia uniflora e Psidium guajava 

(www.ibflorestas.org.br). 

Dentre os inúmeros gêneros pertencentes a esta família, destaca-se o 

gênero Eugenia que possui cerca de 500 espécies distribuídas, principalmente, 

em regiões tropicais e subtropicais da América, em regiões tropicais da Ásia e 
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algumas espécies ocorrendo na Austrália e na África. As espécies pertencentes 

a este gênero possuem frutos comestíveis e apresentam atividade anti-

inflamatória, analgésica, antipirética, antifúngica e são usadas no tratamento de 

úlceras pépticas (MAGINA et al., 2009; COLE, HABER & SETZER, 2007). 

Trabalhos publicados na base de dados Scinfinder no período de 1960 a 2013 

relatam alcanos, monoterpenos, sesquiterpenos, meroterpenos, triterpenos, 

esteroides, ácidos orgânicos, carboidratos, carotenoides, taninos, cromanos, 

flavonoides, flavonoides glicosilados e outros compostos fenólicos como 

componentes químicos isolados e/ou identificados em espécies de Eugenia 

(Tabela 1). 

 
Tabela 1: Classe das substâncias isoladas e/ou identificadas em de espécies de Eugenia. 

Espécies Referências 
Monoterpenos 

E. pluriflora; E. umbeliflora Apel (2002b) 
E. uruguayensis Apel (2002b); Dellacasa (1997) 
E. dimorpha Apel (2002a) 
E. plicato costata Apel (2004d) 
E. brasiliensis Apel (2002c); Fischer (2005); Lima (2008) 
E. speciosa; E. multicostata; Apel (2002c) 
E. sulcata Apel (2002c); Ramos, (2010) 
E. austin-smithii; E. haberi; E. monteverdensis; 
E. cartagensis; E. zuchowskiae 

Cole, Haber & Setzer (2007) 

E. desynterica Costa (2000); Duarte, (2008); Duarte (2009)  
E. jambolana Craveiro (1983)       
E. rotundifolia Defaveri (2011); Ramos, (2010) 
E. singampattiana Kala (2011)  
E. stipitata Medeiros (2003).  
E. uniflora Oliveira (2006)  
E. rhombea Pino (2005)  
E. rottlerina Ral (2007) 
E. racemulosa Senna (2011) 
E. acapulsensis Vila (2004)  
E. caryophyllata Zhang (2013) 

Sesquiterpenos 
E. ovalifolia Godoy (1999)  
E. pluriflora; E. umbeliflora; E. platysema; E. 
ramboi; 

Apel (2002b)      

E. uruguayensis Apel (2002b); Dellacasa (1997)     
E. dimorpha Apel (2002a) 
E. plicato costata; E. hyemalis; Apel (2004d)   
E. brasiliensis Apel (2004c); Fischer (2005); Lima (2008) 
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E. speciosa; E. multicostata Apel (2004c) 
E. sulcata Apel (2004c); Ramos (2010) 
E. cartagensis  Cole, Haber & Setzer (2007) 
E. desynterica  Costa (2000); Duarte (2008); Duarte (2009) 
E. neonitida; E. rotundifolia Defaveri (2011) 
E. singampattiana Kala (2011) 

E. uniflora  
Amorin (2009); Costa (2009); Lago (2011), 
Malaman (2011); Melo (2007); Ogunwand 
(2005); Oliveira (2006) 

E. rhombea  Pino (2005) 
E. rottlerina Raj (2007) 
E. racemulosa Senna (2011) 
E. acapulsensis  Vila (2004) 

E. caryophyllata 
Iwamuro (1983); Stefanello (2008); Zheng 
(1992); Zhang (2013)  

E. bacopari; E. burkatiana; E. catharinensis; E. 
joensonii Apel (2002a)            

E. florida; E. mansoi Apel (2004b) 
E. beaurepareana; E. pyriformis  Apel (2004a) 
E. cuprea; E. xiriricana; E. pitanga; E. arenosa; Apel (2004c) 
E. mattossii Apel (2005) 
E. punicifolia  Maia (1997); Ramos (2010) 
E. stipitata Medeiros (2003) 
E. langsdorffii Moraes (2012) 
E. acutata; E. candolleana; E. copacabanensis Nakamura (2010) 
E. argentia Raj (2011) 
E. riedeliana  Souza (2008) 
E. protenta Zoghbi (2011) 

Meroterpenos 
E. multiflora Faqueti (2013) 

Triterpenos e esteroides 
E. crebrinervis Bannon, Eade & Simes (1976) 
E. gustavioides Bannon, Eade & Simes (1976); Yazaki (1977) 
E. brasiliensis Frighetto (2005a), Magina (2012) 
E. florida Frighetto (2005b); Junges (1999) 
E. sandwicensis Gu (2001) 

E. jambolana 
Dametto (2010); Rajasekaran (1988), Gupta 
(1974) 

E. singampattiana Kala (2011) 
E. jambos Kuiate (2007) 
E. moraviana Lunardi (2001) 
E. uniflora Maranan (2011) 
E. grandis Manoharan (2003) 

Flavonoides 

 
E.uniflora 

 
Celli, Pereira-Netto & Beta (2011); Chang & 
Yang (2012) 
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E. jambolana 

Celli, Pereira-Netto & Beta (2011); Brito (2007); 
Faria (2011); Jadeja (2012); Li (2009); Veigas 
(2007); Mahmound (2001); Nuengchammong 
(2009); Reynertson (2008) 

E. edulis Hussein (2003) 

E. brasiliensis 
Magina (2012); Pietrovisck (2008); Reynertson 
(2008), Flores (2012) 

E. stipitata Neri-Numa (2013) 
E. aggregata; E. luschanathiana; E. 
reinwartidiana; E. jambos 

Reynertson (2008) 

Carboidratos 

E. jambolana 
Bandyopadhyay (2012); Gupta & Sharma 
(1974) 

Ácidos orgânicos e compostos fenólicos 

E. jambolana  
Bandyopadhyay (2012); Faria (2011); Gupta 
(1974); Mahmoud (2001); Nuengchammong 
(2009); Timbola (2002); Reynertson (2008) 

E. dysenterica Duarte (2009) 
E. crebunervis Bannon (1976) 
E. edulis Hussein (2003) 
E. singampattiana Kala (2011) 
E. brasiliensis; E. luschanathiana; E. jambos Reynertson (2008) 
E. gustavioides Iazaki (1997) 

Carotenoides 
E. dysenterica   Cardoso (2011) 
E. jambolana Faria (2011) 

Hidrocarbonetos 
E. jambolana Gupta & Sharma (1974) 

Taninos 
E. caryophyllata Kim (2001) 
E. uniflora Lee (1997); Lee (2000) 
E. grandis Nonaka (1987) 
E jambolana Zhang & Lin (2009); Omar (2012) 
E. jambos Yang (2000) 

Cromanos 
E. caryophyllata Kim (2001)  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Os artigos encontrados na literatura relatam que a maioria dos estudos 

realizados é sobre os óleos essenciais das espécies Eugenia e que, 

geralmente, os componentes majoritários destes óleos são sesquiterpenos e 

sesquiterpenos oxigenados como germacreno, biciclogermacreno, β-

cariofileno, β-elemeno, β-selineno, espatulenol, globulol, epi-globulol, α-cadinol 
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e δ-cadinol. Os monoterpenos mais comuns identificados foram α-pineno, β-

pineno, limoneno e 1,8-cineol. Os triterpenos isolados e/ou identificados foram 

friedelina, β-sitosterol, ácido betulínico, β-amirina e α-amirina. Quanto aos 

compostos fenólicos, os mais comuns foram o ácido elágico e ácido gálico. Os 

flavonoides encontrados na maioria das espécies foram antocianinas mono e 

diglicosiladas (cianidina, delfinidina, petunidina, peonidina, malvidina), além de 

quercetina, rutina, miricetina e seus derivados glicosilados (Figura 3). 

 
Figura 3 - Estruturas de algumas substâncias frequentes em espécies de Eugenia. 

Limoneno Biciclogermacreno

H H

cariofileno

O

OOH

HO

OH

OH

OH

O

OOH

HO

OH

OH

OH

OH

O

OH

HO

OGlicosideo

OH

OH

OH

Quercetina
Miricetina

O

OH

HO

OGlicosideo

OH

OH

delfinidina-3-O-glicosídeeo cianidina-3-O-glicosídeo  
Fonte: CRUZ et al., 2011; REYNERTSON et al., 2008. 
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1.3 A espécie Eugenia brasiliensis Lam. 

Eugenia brasiliensis (Lamb.) é uma árvore brasileira de até 15m de altura 

(Figura 4), encontrada mais especificamente em florestas pluviais da Mata 

Atlântica desde a Bahia até Santa Catarina, e é conhecida popularmente como 

grumixama ou cereja brasileira. Tradicionalmente, os frutos, as folhas e a casca 

das árvores são usados no tratamento para reumatismo, distúrbios 

gastrointestinais e como diuréticos (FISCHER, KATO & KONISHI, 2003). 

As folhas de E. brasiliensis (Figura 4) contém ácido ursólico, α-amirina, β-

amirina, betulina, ácido 29-hidroxi-oleanólico, quercetina, catequina e 

galocatequina e possuem atividade anti-inflamatória. O óleo essencial das folhas 

é rico em sesquiterpenos como o α- e β-selineno, o β-cariofileno, o óxido de 

cariofileno e o α-cadinol e possui atividade bactericida contra Staphylococcus 

aureus (MAGINA et al., 2009; MAGINA, et al., 2012; FISCHER, KATO & 

KONISHI, 2003; FRIGUETTO et al., 2005; PIETROVSKI et al., 2008). 

Os frutos de E. brasiliensis (Figura 4) são comestíveis e apresentam 

coloração variável, sendo reconhecida três variedades: a vermelha, a roxa e a 

amarela ou branca (MORENO et al., 2007). As variedades com frutos roxos e 

vermelhos são ricas em antocianinas, principalmente, cianidina-3-O-glicosídeo, 

cianidina-3-O-galactosídeo, cianidina-3-O-arabnosídeo, delfinidina-3-O-

pentosídeo, cianidina-3-O-xilosídeo, malvidina-3-O-glicosídeo, delfinidina-3-O-

glicosídeo, cianidina e delfinidina, além de ácido elágico e flavonoides como 

miricetina, quercetina, quercitrina e rutina. As antocianinas, os taninos elágicos e 

os flavonoides são os responsáveis pela forte atividade antioxidante do extrato 

destes frutos (REYNERSTON et al., 2008, FLORES et al., 2012). 
 

Figura 4 – Árvores, folhas e frutos de Eugenia brasiliensis. 

 

 

 

 

 
Fonte: Arquivo pessoal 
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1.4 A espécie Eugenia involucrata DC. 

 

Eugenia involucrata é uma espécie de origem brasileira, mais 

especificamente da região de Mata Atlântica, conhecida popularmente como 

cerejeira-do-mato ou cereja-do-rio-grande.  As árvores desta espécie (Figura 5) 

podem atingir até 15 m de altura e possui potencial madeireiro, frutícola, 

paisagístico, ambiental e medicinal. Os frutos (Figura 5) são comestíveis e 

usados na fabricação de sucos e geleias e as flores (Figura 5) são melíferas 

(GOLLE & REINIGER, 2003; CARVALHO, 2008). 

Na literatura, nào há muitos trabalhos sobre a composição química de E. 

involucrata. O extrato das folhas é rico em compostos fenólicos e flavonoides e 

possuem atividade anti-inflamatória e antialérgica. O óleo essencial das folhas 

possui como constituinte químico majoritário viridifloreno, enquanto o óleo 

essencial dos frutos tem o β-cariofileno majoritariamente (MARIN et al., 2008; 

HENRIQUES et al., 2008; LIMA et al., 2005).   

 
Figura 5 - Árvores, folhas, flores e fruto (não maduro) de Eugenia involucrata. 

              
Fonte: Arquivo pessoal 

1.5 Flavonoides 

Os flavonoides são metabólitos secundários com ampla distribuição na 

natureza sendo que mais de 9000 flavonoides já foram documentados nos 

últimos anos. Nas plantas servem como atrativos para pássaros e insetos 

responsáveis pela polinização, protegem contra o excesso de radiação 

luminosa e raios ultravioleta, herbívoros e infecções fungo-patogênicas.  
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A estrutura fundamental dos flavonoides (Figura 6) é constituída por 15 

átomos de carbonos e apresentam um anel aromático (anel A) ligado a um anel 

pirano (anel C) que está ligado por uma ligação carbono-carbono a um terceiro 

anel aromático (anel B) (ZUANASSI, 2002).  

 
Figura 6 - Estrutura fundamental dos flavonoides. 

 

O

A C

B

 
 

Fonte: Dewick, 2009.  

 

É importante salientar que os anéis A, B e C são nomeados de acordo 

com via biossintética e formam a estrutura fundamental C6-C3-C6 característica 

dos flavonoides. Os anéis B e C que formam a estrutura C6-C3 são 

provenientes da via do ácido chiquímico e o anel A, proveniente da via do 

acetato, constitui o outro anel aromático (C6). Portanto, biossíntese dos 

flavonoides é mista (DEWICK, 2009). 

O ácido chiquímico é convertido a fenilalanina através de diversas 

reações enzimáticas. A enzima PAL (fenilalanina amônia liase) converte a 

fenilalanina ao ácido cinâmico e este é convertido ao ácido p-cumárico pela 

enzima C4H (cinamato 4-hidroxilase). A enzima 4CL (4-cumaroil CoA ligase) 

catalisa a formação do p-cinamoil CoA, a partir do ácido p-cumárico. A 

biossíntese dos flavonoides começa com a condensação entre uma molécula 

do p-cinamoil CoA com três moléculas do ácido malônico proveniente da Via do 

Acetato. Essa condensação é catalisada pela enzima CHS (chalcona sintase) e 

forma uma chalcona. Na etapa seguinte ocorre o fechamento do anel C 

catalisado pela enzima CHI (chalcona isomerase) formando uma flananona que 

será o precursor para muitos subtipos de flavonoides (Figura 7) (DEWICK, 

2009; WANG, CHEN & YU, 2011).  
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Figura 7 - Esquema simplificado da biossíntese dos flavonoides. 
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Na natureza, os flavonoides podem ocorrer na forma livre, ou seja, não 

conjugado com nenhum heterosídeo (aglicona), como por exemplo, a 
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quercetina ou então, na forma conjugada, ligado a uma unidade glicosídica, 

como a rutina (Figura 8). 

 
Figura 8 - Exemplos de flavonoides na forma livre e na forma glicosilada: (A) quercetina e (B) 

rutina. 

                           
Fonte: DEWICK, 2009. 

 

Quando eles estão na forma conjugada, eles podem ser O-heterosídeos 

ou C-hetrosídeos. Os flavonoides C-heterosídeos são diferenciados dos O-

heterosídeos pela ligação entre o carbono anomérico do açúcar e um os 

carbonos na posição 6 e/ou posição 8 do anel A (BRAVO, 1998). 

Os flavonoides são, normalmente, encontrados em vegetais, frutas, 

cerais e vinho, e podem ser usados como constituintes de suplementos 

alimentares, pois possuem potencial antioxidante, anti-inflamatório, de redução 

do LDL-colesterol, aumento do teor de insulina, redução de mediadores de 

expressão associados à aterosclerose, além de potencial anti-hipertensivo, 

anticâncer, atividade neuroprotetora contra neurotoxinas, e de promoção do 

aumento da memória, do aprendizado e das funções cognitivas e proteção 

contra doenças cardiovasculares (XU et al., 2013; KRUGER et al., 2014; 

LILAMAND et al., 2014). 

Eles podem ser divididos em 13 subclasses: chalcona, di-hidrochalcona, 

aurona, flavona, flavonol, di-hidroflavonol, flavanona, flavanol, flavanodiol 

(leucoantocianidina), antocianidina, antocianina, isoflavonoide, biflavonoide e 

proantocianidina (tanino condensado) (Figura 9). 
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Figura 9 - Estruturas das subclasses dos flavonoides. 
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Neste trabalho, serão destacadas as di-hidrochalconas, os flavonóis, as 

flavonas, as flavanonas, os flavanois, as proantocianidinas e as antocianinas 

em função de sua predominância nas espécies estudadas. 

 

1.5.1 Di-hidrochalconas 

 

As di-hidrochalconas são uma subclasse dos flavonoides e possuem 

estrutura fundamental semelhante a das chalconas, sendo a única diferença 

associada à ligação simples entre os carbonos α e β das di-hidrochalconas 

(Figura 10A), enquanto que as chalconas possuem uma ligação dupla nesta 

mesma posição (Figura 10B) (DEWICK, 2009).  

 
Figura 10 - Estrutura de uma di-hidrochalcona (A) e de uma chalcona (B). 
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Fonte: DEWICK, 2009. 

 

Existem relatos de aproximadamente 200 di-hidrochalconas 

provenientes de mais de 30 famílias de plantas como Ericaceae, Lauraceae, 

Piperaceae e Rosaceae, dentre outras. Inúmeros trabalhos descrevem os 

benefícios destas substâncias à saúde humana, principalmente devido a sua 

propriedade antioxidante. Estudos recentes mostram que a di-hidrochalcona 

diglicosilada Talassodendrona possui atividade de inibição do vírus da 

influenza A (GAUCHER et al, 2013; MOHAMMED et al., 2014). 
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1.5.2 Flavona, flavonol e flavanona  

 

Os flavonóis e as flavonas possuem estruturas muito parecidas, sendo a 

principal diferença associada à presença de hidroxila na posição 3 do anel C de 

flavonois enquanto que as flavonas não possuem esta hidroxila (Figura 11A). A 

quercetina e a apigenina estão entre os exemplos mais conhecidos de flavonol 

e flavona, respectivamente (Figura 11A) (TSANOVA-SAVOVA & RIBAROVA, 

2013). A quercetina, em particular, é o flavonoide mais frequentemente relatado 

em plantas (DEWICK, 2009). 

A flavanona, diferentemente dos flavonóis e das flavonas, possui uma 

ligação simples entre os carbonos 2 e 3 do anel C e devido a isso, possui um 

centro assimétrico no carbono 2 (Figura 11B).   

 
Figura 11 - Estrutura dos flavonóis, das flavonas, di-hidroflavonol e flavanona. 
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Fonte: DEWICK, 2009. 

 

É importante salientar que as flavanonas são intermediárias 

biossintéticas da maioria dos flavonoides como pode ser observado na figura 7, 

e que a presença do centro assimétrico no carbono 2 do anel C dá origem a 

misturas de estereoisômeros e a bioatividades particulares pelo envolvimento 

de interações com receptores específicos em sistemas biológicos (DEWICK, 

2009; ZUANASSI, 2002).  
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1.5.3 Flavanol e proantocianidina  

 

Flavanol ou flavan-3-ol é a maior subclasse dos flavonoides e incluem as 

catequinas e seus derivados monoméricos e poliméricos (proantocianidinas). 

Acredita-se que esta classe de flavonoides seja a mais consumida em 

alimentos nos Estados Unidos chegando num consumo diário de 83,5% em 

relação ao consumo diário total de flavonoides (NEILSON &FERRUZZI, 2010).  

A catequina e seus derivados são os representantes mais comuns dessa 

classe de substâncias. A [epi]catequina possui um grupo catecol no anel B, a 

[epi]galocatequina possui uma hidroxila adicional na posição 5’ do anel B e a 

[epi]afzelequina possui apenas uma hidroxila  na posição 4’ do anel B (Figura 

12A). Outros derivados da catequina são os galatos de [epi]catequina e 

[epi]galocatequina que possuem um grupo galoil ligado ao oxigênio na posição 

do anel C (Figura 12B) (NEILSON &FERRUZZI, 2010, DEWICK, 2009).  

 
Figura 12 - Estruturas de flavanois comuns encontrados em alimentos. (A) catequina e seus 

derivados e (B) galato de catequina e seus derivados. 

 

O

OR3

R1

OH

R2

OH

HO

HO

OH

OH

O O

R1 = OH R2 = H  R3 = H  [epi]catequina

R1  e R2 = OH      R3 = H [epi] galocatequina

R1 e R2 e R3 = H             [epi]afzelequina

O

R1

OH

R2

OH

HO

R1 = OH R2 = H galato de  [epi]catequina

R1  e R2 = OH     galato de [epi]galocatequina
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As proantocianidinas conhecidas como taninos condensados são 

polímeros formados pela ligação entre os flavanois. Esta ligação ocorre, 

principalmente, entre os carbonos C4-C8 ou C4-C6 e são chamadas de ligação 

tipo-B (Figura 13A). Quando ocorrem duas ligações interflavanoídicas, uma 

entre os carbonos C4-C8 e outra entre C2-O-C7, recebe o nome de ligação 

tipo-A (Figura 13B) (NEILSON & FERRUZZI, 2010 e GU et al., 2003). 

Os flavanois mais comuns que formam as proantocianidinas são 

[epi]catequina, [epi]afzelequina e [epi]galocatequina. As proantocianidinas 

formadas apenas por [epi]catequinas são chamadas de procianidinas e as 

proantocinidinas formadas por [epi]afzelequina ou [epi]galocatequina são 

chamadas de propelargonidina e prodelfinidina, respectivamente (GU et al., 

2003).   
Figura 13 - Exemplo de proantocianidinas. (A) Ligação tipo-B e (B) ligação tipo-A. 
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Os flavanois e as proantocianidinas são normalmente encontrados em 

frutas e vegetais, como maçã, uva, cacau e também em muitos chás, como por 

exemplo, o chá verde e representam importante fonte de antioxidantes na dieta 

humana, sendo associados a muitos benefícios à saúde, em especial, a 

proteção contra câncer e doenças neurodegenerativas (NEILSON & 

FERRUZZI, 2010; CALANI, et al., 2012).   

 

1.5.4 Antocianinas 

 

As antocianinas (do grego anthos=flores e kyanos=azul) constituem o 

maior grupo de flavonóides responsáveis pelas cores rosa, vermelho, violeta e 

azul encontradas em muitas flores, frutos e folhas. Algumas vezes, estão 

presentes em raízes, tubérculos e caules. (ANDERSEN & MARKHAM, 2006)  

As antocianinas apresentam como estrutura fundamental o cátion 

flavílico e pelo menos uma unidade glicosidíca, que está, geralmente, ligada na 

posição 3 do anel C. Basicamente, a diferença estrutural entre antocianinas 

ocorre no padrão de oxigenação’ do anel B, em especial nas posições 3´e 5´ 

(Figura 14) (PASCUAL-TERESA & SANCHEZ-BALLESTA, 2008; 

CASTANEDA-OVANDO et al, 2009).  

 
 

Figura 14 - Estruturas das antocianinas. 
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O anel C das antocianinas possui um oxigênio carregado positivamente 

e por isso elas são substâncias instáveis e muito suscetíveis a degradação. A 

sua estabilidade é afetada por fatores como pH (Figura 15), temperatura de 

armazenamento, concentração, luz, oxigênio, solventes, presença de enzimas, 

flavonóides, proteínas e íons metálicos. (CASTANEDA-OVANDO et al, 2009; 

ANDERSEN & MARKHAM, 2006)  
 

Figura 15 - Alterações estruturais em antocianinas dependendo do pH do meio. 
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Fonte: CASTANEDA-OVANDO et al, 2009. 

 

  As antocianinas em geral não são tóxicas e nem mutagênicas, ao 

contrário, possuem propriedades terapêuticas. O consumo regular de 

antocianinas e de outros flavonóides em frutas, vegetais, geléias e vinhos é 

associado com a provável redução dos riscos de doença cardiovascular, 

diabetes, inibição viral, atividade antimicrobiana, doenças no fígado, devido a 

sua propriedade hepatoprotetora, problemas gástricos, problemas relacionados 

à visão, doenças neurodegenerativas como Alzeimer e Parkinson, inflamações, 

doenças crônicas como o câncer, devido ao seu efeito antimutagênico, e 

atividade quimiopreventiva. Várias destas propriedades são associadas a sua 
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forte atividade antioxidante. Por esta razão, estas substâncias são 

consideradas importantes alimentos funcionais, pois são capazes de reduzir, 

através da alimentação, o risco de desenvolver várias doenças relacionadas ao 

estresse oxidativo. (REYNERTSON et al, 2008; PASCUAL -TERESA & 

SANCHEZ - BALLESTA, 2008; ZHANG et al, 2008; MESKIN et al, 2004; 

ANDERSEN & MARKHAM, 2006; MULAGABAL et al, 2009).  
 

1.6 Estresse oxidativo 

 

O estresse oxidativo é definido como um desequilíbrio entre a produção 

de espécies reativas (espécies reativas de oxigênio ou de nitrogênio) e agentes 

antioxidantes. Este desequilíbrio pode causar sérios danos a biomoléculas e 

células importantes tendo um impacto em todo o organismo. Um organismo 

submetido a este desequilíbrio por um longo tempo apresenta danos na 

estrutura e nas funções celulares. Por isso, o estresse oxidativo é o 

responsável por diversas doenças crônicas, incluindo as inflamações, o câncer, 

as doenças cardiovasculares, diabetes, aterosclerose, obesidade e as doenças 

neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson (TANG & HALLIWELL, 2010; 

HALLIWELL, 2011).  
As espécies reativas de oxigênio (ERO) são produtos do metabolismo 

celular normal e desempenham um papel vital na estimulação das vias de 

sinalização em plantas e animais em resposta às mudanças intra ou 

extracelulares e condições ambientais. As ERO são produzidas durante a 

respiração celular: durante as reações metabólicas endógenas, as células 

aeróbias produzem ERO, tais como ânion superóxido (O2
-), peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH•). A fonte mais importante de 

espécies reativas nos seres humanos é o sistema imune. Sob condições de 

hipóxia, as mitocôndrias também produzem óxido nítrico (NO), que pode gerar 

as espécies reativas de nitrogênio (ERN). Porém, estas espécies reativas 

também podem ser geradas por fontes exógenas como poluição, radiações 

ultravioleta, cigarro, medicamentos e alimentos industrializados (REUTER et 

al., 2010; HALLIWELL, 2011).  
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As substâncias antioxidantes são capazes de inibir, previnir ou retardar o 

processo oxidativo, mesmo que esteja presente em baixas concentrações. 

Portanto, para proteger o organismo contra os efeitos nocivos destes agentes 

pró-oxidantes existe um sistema complexo de antioxidantes enzimáticos como, 

por exemplo, a superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), a 

superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase, 

catalase, além de um sistema de antioxidantes não-enzimáticos 

micromoleculares como a glutationa (GSH) e as vitaminas E, C e D, que devem 

ser adquiridos através da dieta. Os conservantes de alimentos aprovados pelo 

Food and Drugs Administration (FDA), terc-butil-hidroquinona (TBHQ), butil-

hidroxitolueno (BHT) e butil-hidroxianisol (BHA) também são excelentes 

exemplos de antioxidantes usados comercialmente (REUTER et al., 2010, LIU 

& NAIR, 2010; ZHANG et al., 2008; HALLIWELL, 2011; GUTTERIDGE & 

HALLIWELL, 2011). 

Quando as espécies reativas são geradas no organismo vivo, diversos 

agentes antioxidantes são ativados. No entanto, é importante salientar que a 

ação de cada agente antioxidante depende de quais ERO foram geradas, de 

como e de onde elas foram geradas (HALLIWELL, 1995). 

Os flavonoides constituem também importante sistema de proteção 

contra o desequilíbrio redox em sistemas biológicos por três mecanismos: 

podem agir como filtro da radiação ultravioleta, devido ao seu sitema altamente 

conjugado (Figura 16 A); podem quelar metais devido a presença do grupo 

catecol no anel B ou então, devido a presença de uma carbonila na posição 4 

do anel C e de uma hidroxila na posição 5 do anel A (Figura 16 B); e por último 

podem estabilizar o radical livre formado no organismo pela doação de um 

hidrogênio radicalar. Com a doação deste hidrogênio radicalar, outro radical é 

formado. No entanto, este radical é fenoxílico e, portanto, estabilizado pelas 

diversas estruturas de ressonância (Figura 16C).   
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Figura 16 - Mecanismos de estabilização do radical formado durante processos oxidativos : (A) 

estrutura altamente conjugada; (B) quelação de metais (C) estabilização do radical formado. 
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Fonte: CASTANEDA-OVANDO et al, 2009. 

 

1.7 Inflamação 

 

A inflamação pode ser dividida em aguda e crônica. A inflamação aguda 

é o estágio inicial de inflamação (imunidade inata), a qual é mediada através da 

ativação do sistema imune. Este tipo de inflamação persiste apenas por um 

curto tempo e é, normalmente, um sinal de alerta para o paciente. A inflamação 

crônica dura um longo período de tempo e é a segunda fase da inflamação. 

(A) (B) 

(C) 
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Esta fase pode expor o paciente a diversas doenças crônicas (REUTER et al., 

2010). 

O processo inflamatório pode ser causado por diversas fontes como 

infecções virais e microbianas, exposição a alérgenos, radiação, substâncias 

químicas ou tóxicas, além de doenças autoimunes e crônicas, obesidade, 

consumo de álcool, uso de tabaco e uma dieta altamente calórica. O maior 

problema da persistência do processo inflamatório é o aumento do risco do 

desenvolvimento do câncer.  

O processo inflamatório se inicia quando ocorre uma lesão na 

membrana celular. A membrana celular é constituída basicamente por 

fosfolípideos e, quando lesionada, a enzima fosfolipase A2 presente nos 

leucócitos e nas plaquetas é ativada por citocinas pró-inflamatórias. Esta 

enzima leva à degradação dos fosfolípideos da membrana resultando na 

produção de ácido araquidônico. Este, ao ser metabolizado, forma os 

leucotrienos pela ação da enzima lipo-oxigenase, e as prostaglandinas, as 

prostaciclinas e os tromboxanos pela ação das enzimas ciclo-oxigenases 

(COX).  

Existem três isoformas principais da COX: a COX-1, a COX-2 e a COX-

3. A COX-1 é uma isoenzima constitutiva e está presente na maioria dos 

tecidos, como nos vasos sanguíneos, plaquetas, estômago, intestino e rins. 

Esta enzima está associada à produção de prostaglandinas que resultam em 

diversos efeitos fisiológicos, como proteção gástrica, agregação plaquetária, 

homeostase vascular e manutenção do fluxo sanguíneo renal. Por outro lado, a 

COX-2 é considerada uma enzima indutiva e está presente em apenas alguns 

tecidos. Esta enzima é induzida durante os processos inflamatórios e tumorais, 

portanto ela catalisa a formação de prostaglandinas como a prostaglandina E2 

(PGE2) que possui ação pirogênica e no aumento da sensibilidade à dor. Além 

disso, a PGE2 está relacionada com o crescimento de células tumorais pela 

inibição da apoptose dessas células. A COX-3 está presente no sistema 

nervoso central (CASÓS et al., 2011; ZHANG, MILLS & NAIR, 2002; HILARIO, 

TERRERI & LEN, 2006 ). 
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2 Objetivos 

 

O objetivo deste trabalho foi produzir dados que contribuíssem para o o 

uso sustentável da biodiversidade brasileira. Para tanto, os seguintes 

procedimentos foram necessários: 

(A) Identificação das antocianinas presentes nos frutos de E. brasiliensis e 
E. involucrata;  
(B) Validação de metodologia analítica para quantificar as antocianinas 

presentes nos extratos dos frutos;  

(C) Isolamento das substâncias majoritárias das folhas de E. brasiliensis;  

(D) Identificação dos compostos químicos presentes nos chás das folhas 

das espécies de Eugenia em estudo; 

(E) Avaliação da atividade anti-inflamatória e antioxidante dos extratos  das 

folhas de E. brasiliensis, empregando os bioensaios de atividade inibitória da 

peroxidação lipídica, atividade antioxidante pela redução do sal 3-(4,5-dimetil-2-

tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) e atividade anti-inflamatória 

pela inibição de ciclo-oxigenases (COX-1 e COX-2).  
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3 Justificativa 

 

Os metabólitos secundários das plantas têm despertado grande 

interesse e têm sido alvos de inúmeras pesquisas, principalmente no que se 

refere à suas atividades biológicas. No entanto, estes metabólitos formam 

matrizes complexas de difícil separação, e devido a isso, surge a necessidade 

de pesquisas voltadas para desenvolvimento de análises que permitam a 

identificação desses compostos nestas matrizes 

As espécies E. brasiliensis Lam. e E. involucrata DC. foram escolhidas 

para este trabalho por serem espécies nativas brasileiras, comestíveis e 

usadas na medicina tradicional para o tratamento de doenças inflamatórias 

como o reumatismo e a artrite e por não haver muitos trabalhos publicados na 

literatura sobre os constituintes químicos e a atividade biológica destas 

espécies.  

Desta forma, torna-se grande o interesse em determinar os constituintes 

químicos (metabólitos secundários) presentes em E. brasiliensis e E. 

involucrata e estabelecer as principais semelhanças e diferenças na 

composição química entre estas espécies e compará-las com outras espécies 

do gênero Eugenia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

58 

 

4 Materiais e métodos 

 Solventes e reagentes 4.1

 

Os solventes orgânicos, metanol, hexano acetato de etila e acetonitrila, 

utilizados nas etapas de extração, purificação e análises cromatográficas foram 

de grau cromatográfico da marca JT Baker® (Center Valley, PA, USA). A água 

utilizada foi destilada e deionizada (resistividade mínima de 18,2 MΩ.cm, a 

25˚C). O acido trifluoracético foi de grau cromatográfico da marca JT Baker® e 

os ácidos clorídrico, acético e fórmico, de grau analítico da marca Synth® .  

Os solventes deuterados foram comprados da Cambridge Isotope 

Laboratories (Andover, MA, USA). 

O padrão de antocianina, cianidina 3-O-glicosídeo, usado neste trabalho, 

foi doado pelo laboratório do Dr. Muraleedharan G. Nair (Michigan State 

University, East Lansing, MI, USA). A enzima COX-1 foi preparada a partir de 

vesículas seminais de carneiro compradas da Oxford Biomedical Research, 

Inc. (Oxford, MI, USA) e a enzima COX-2 foi obtida a partir uma preparação de 

lisado celular de inseto, diluído com tampão Tris (pH 7) até concentração final 

aproximada de 1,5 mg de proteína/mL. O ácido araquidônico foi comprado da 

Oxford Biomedical Research, Inc. (Oxford, MI, USA). A Aspirina foi obtida da 

Sigma–Aldrich Chemical Company (Saint Louis, MO, USA) e o Celebrex foi 

doado pelo Dr. Subash Gupta (Sparrow Hospital – Lansing, MI, USA). 

O lipídeo, 1-estearoil-2-linoleoil-sn-glicerol-3-fosfocolina, foi comprado da 

Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) e a sonda fluorescente, ácido 3-[p-(6-

fenil)-1,3,5-hexatrienil]-fenilpropiônico, foi comprada da Molecular Probes 

(Eugene, OR, USA). Os controles positivos usados no ensaio de 

lipoperoxidação: butil-hidroxianisol (BHA), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e 

butil-hidroxitolueno (BHT) e FeCl2.4H2O usado para iniciar as reações 

radicalares foram comprados da Sigma–Aldrich Chemical Company (Saint 

Louis, MO, USA).  

O sal brometo de 3-(4,5-dimetil-2- tiazol)-2,5-difenil-2-H- tetrazolium 

(MTT) usado no ensaio antioxidante foi comprado da Sigma-Aldrich Chemical 

Company (Saint Louis, MO, USA). 
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 Equipamentos 4.2

 

 Cromatógrafo usado para a validação do método analítico  4.2.1

 

O cromatógrafo usado na validação e quantificação das antocianinas foi 

um cromatógrafo líquido da Shimadzu (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão) 

com módulo de comunicação CBM-20A, duas bombas LC-10 AD, injetor 

automático SIL-10ª e detector de arranjo de diodos SPD-M10Avp. A aquisição e 

o tratamento de dados foram realizados com o software LC Solution.  

 

 Cromatógrafos usados para a identificação das antocianinas nos 4.2.2

extratos dos frutos  

 

O cromatógrafo usado na etapa inicial de identificação das antocianinas 

foi o cromatógrafo líquido da Shimadzu (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão) 

com módulo de comunicação CBM-20A, duas bombas LC-10 AD, injetor 

automático SIL-10ª e detector de arranjo de diodos SPD-M10Avp. A aquisição e 

o tratamento de dados foram realizados com o software LC Solution. 

A segunda etapa de identificação das antocianinas foi realizada através 

de um cromatógrafo Agilent 1200 Series (Santa Clara, CA, USA) com injetor 

automático (Agilent autosampler 1200 Series), detector com arranjo de diodos 

(Agilent 1260), bomba quaternária (Agilent 1200) e forno para coluna (Agilent 

1200) acoplado ao Espectrômetro de Massas 3200 QTRAP (quadrupolo – Ion 

Trap linear), AB SCiex (Darmstadt, DE), com ionização por electrospray (ESI -  

Turbo Ion Spray) e modo de ionização positivo. Os parâmetros da fonte de 

ionização no modo positivo foram: Ion Spray: 5500 V; curtain gas (gás de 

dessolvatação): 12 psi; temperatura: 550C; gás ON; DP (Declustering 

Potential) 20,0 V; EP (Entrance Potential) 10,0 V e CEP (Cell entrance 

potential) 22,0 V. A faixa das massas de aquisição foi no intervalo de 200 a 

1000 Da. 
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 Espectrômetro de Massas  4.2.3

 

Para a identificação das substâncias presentes nas infusões das 

espécies E. brasiliensis e E. involucrata foi usado um Espectrômetro de 

Massas 3200 QTRAP (quadrupolo – Ion Trap linear), AB SCiex (Darmstadt, 

DE), com ionização por electrospray (ESI -  Turbo Ion Spray) e modo de 

ionização positivo. Os parâmetros da fonte de ionização no modo positivo 

foram: Ion Spray: 5500 V; curtain gas: 12 psi; temperatura: 550C; gás 1: 45 

psi; gás 2: 45 psi; interface heater: ON; DP (Declustering Potential) 20,0 V; EP 

(Entrance Potential) 10,0 V e CEP (Cell entrance potential) 22,0 V. A faixa das 

massas de aquisição foi no intervalo de 150 a 1500 Da. 

 

 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 4.2.4

 

Os espectros de RMN das substâncias isoladas foram obtidos utilizando 

o Espectrômetro Varian Inova 300® operando a 300 MHz na frequência do 

hidrogênio e em 75 MHz na frequência do carbono, Espectrômetro Varian VRX 

500® operando a 500 MHz na frequência do hidrogênio e em 125 MHz na 

frequência do carbono e Espectrômetro Bruker Ascend III 600® operando a 600 

MHz na frequência do hidrogênio e em 175 MHz na frequência do carbono. Os 

valores dos deslocamentos químicos podem ser apresentados por δ ou ppm e 

as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Os espectrômetros usados 

são da marca Varian Medical Systems, Inc (Palo Alto, CA, USA) e da marca 

Bruker Corporation (Germany).  

 

 Dicroísmo Circular  4.2.5

 

As medidas de dicroísmo circular foram realizadas no 

Espectropolarímetro de dicroísmo circular Jasco J-815 (Jasco, Inc. Easton, MD, 

USA). 
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 Outros equipamentos  4.2.6

 

- O rotavapor modelo R-220 usado na concentração dos extratos, frações e 

substâncias puras foi obtido da Büchi (Flawil, Switzerland, Germany) com 

bomba de vácuo modelo Vacuum Contoller V-805 da Büchi e circulador de 

água. 

- Balança Analítica Mettler Toledo (Columbus, OH, USA) e balança analítica 

modelo MARK-210A (Bel Engineering, IT) com sensibilidade de 0,1mg.  

- Centrífuga modelo RC5C, marca Sorvall Instruments (Hoffman Estates, IL, 

USA) 

- O fluorímetro usado no ensaio de lipoperoxidação foi Turner Model 450 Digital 

Fluorometer da Barnstead Thermolyne (Debuque, IA, USA). 

- A câmara de oxigênio modelo 5300 usada no ensaio de inibição das enzimas 

COX-1 e COX-2 foi obtida da Yellow Spring Instrument, Inc. (Yellow Springs, 

OH, USA). 

- No ensaio antioxidante, a absorbância foi medida usando um leitor de placas  

Microplate Autoreader EL311 da Biotek Instruments (Winooski, VT, USA). 

 

 Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) 4.3

 

 A cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) foi realizada 

utilizando placas de sílica gel (250 µm de diâmetro). As placas utilizadas são da 

marca Analtech, Inc. (Newark, DE, USA). A revelação das placas foi feita, 

inicialmente, por irradiação Ultravioleta - UV (254 e 366 nm) e quando 

necessário, foi utilizada uma solução de 10% de ácido sulfúrico concentrado 

em metanol para revelar os compostos que não absorvem na região do 

ultravioleta. 

 

 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)  4.4

 

A cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foi realizada 

para purificar as substâncias presentes nas folhas de E. brasiliensis. Foram 
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utilizadas placas de sílica gel (20 X 20 cm, 250 µm e 500 µm de diâmetro). As 

placas utilizadas neste trabalho foram compradas da Analtech, Inc. (Newark, 

DE, USA). A revelação das placas foi feita, inicialmente, por irradiação 

Ultravioleta - UV (254 e 366 nm) e quando necessário, foi utilizada uma solução 

de 10% de ácido sulfúrico concentrado em metanol para revelar os compostos 

que não absorvem na região do ultravioleta.   

 Cromatografia líquida de média pressão (MPLC – Medium Pressure 4.5

Liquid Chromatography)  

 

As separações cromatográficas em coluna de média pressão foram 

realizadas para fracionar os extratos das folhas de E. brasiliensis. Foram 

utilizados dois sistemas: no primeiro sistema foi utilizado sílica gel (35–70 µm) 

da marca Merck (Gibbstown, NJ, USA) como fase estacionária e duas colunas 

de vidro com dimensões de 350 x 40 mm e de 300 x 22 mm e fluxo de 3,0 

mL.min-1 e 1,7 mL.min-1, respectivamente; e no segundo foi utilizado uma 

coluna  RediSep® Rf fase reversa C-18 (86 g, 40–63 µm) da marca Isco, Inc. 

(Lincoln, NE, USA) e um cromatógrafo CombiFlash® Rf da marca Isco, Inc. 

(Lincoln, NE, USA) equipado com duas bombas (5-200 ml/min. 0-200 psi), auto 

injetor e detector de ultravioleta (200–360 nm).  

 

 Coleta do material botânico 4.6

 

Os frutos e as folhas de Eugenia brasiliensis Lam. foram coletados no 

jardim do SENAI ( Araraquara, SP,  Brasil - 21º48’22,7’’ Lat. S e 48º11’31,9’’ 

Log. W). Os frutos foram coletados em novembro/2013 no período da manhã e 

as folhas foram coletadas julho/2012 no período da manhã. A exsicata foi 

preparada, enviada ao IBt (Instituto Botânico - SP) identificada e arquivada no 

Herbário “Maria Eneida Kauffmann” com o número SP 454124.   

Os frutos e as folhas de Eugenia involucrata DC. foram coletados no 

jardim do Instituto de Química (UNESP,  Araraquara, SP,  Brasil - 21º48’22,0’’ 

Lat. S e 48º11’33,2’’ Log. W). Os frutos foram coletados em outubro/2013 no 

período da manhã e as folhas foram coletadas novembro/2013 no período da 
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manhã. A exsicata foi preparada, enviada ao IBt (Instituto Botânico - SP) 

identificada e arquivada no Herbário “Maria Eneida Kauffmann” com o número 

SP 454125.   

 

 Estudo químico dos frutos de E. brasiliensis e E. involucrata 4.7

 

 Identificação das antocianinas presentes no extrato metanólico 4.7.1

dos frutos por Cromatografia Liquida de alta Eficiência acoplada 
ao Detector de Arranjo de diodos e Espectrômetro de Massas 

(CLAE-DAD-EM/EM) 

 

4.7.1.1 Preparação dos extratos  

Os frutos congelados (100 gramas) foram picados e a extração das 

antocianinas foi realizada com 100 mL de metanol (0,1% HCl, 3 x) por 15 

minutos sob constante agitação, a 21˚ C e ao abrigo da luz. Ao término de cada 

extração, a mistura foi filtrada e, ao resíduo vegetal foi adicionado mais 100 mL 

de metanol (0,1% HCl). O resíduo foi descartado e o filtrado foi submetido à 

secagem à pressão reduzida para a eliminação de metanol e, em seguida 

liofilizado para a obtenção dos extratos brutos dos frutos (EB1-Fr, 1,95 g - E. 

brasiliensis; EB2-Fr, 5,13 g - E. involucrata) (Tabela 2).  

O extrato bruto (1,0 g) foi solubilizado em 50 mL de água e submetido ao 

fracionamento em resina XAD-16 para a eliminação, principalmente, de 

açúcares. As antocianinas ficaram adsorvidas na resina, que foi então lavada 

com água (2 x 1L). A fração aquosa, por conter majoritariamente os açúcares, foi 

descartada. As antocianinas adsorvidas foram eluídas com metanol (2 x 750 mL) 

e ao eluato foram adicionadas algumas gotas de HCl para evitar a degradação 

das antocianinas. A fração metanólica foi submetida à secagem à pressão 

reduzida para a eliminação de metanol e, em seguida liofilizada para a obtenção 

de frações metanólicas (Me1-Fr, 0,32g - E. brasiliensis; Me2-Fr, 0,26g – E. 

involucrata). 
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O procedimento de extração e de fracionamento das antocianinas 

mencionado acima seguiu o protocolo usado no Bioactive Natural Products and 

Phytoceuticals (BNPP) Laboratory com algumas modificaçãoes (MULABAGAL et 

al., 2010; MULABAGAL et al, 2009b). 

As frações Me1-Fr e Me2-Fr, ricas em antocianinas, foram analisadas por 

CLAE-DAD e CLAE-DAD-EM/EM para a identificação das antocianinas.  

 
Tabela 2: Massa obtida para os extratos e frações 

Extrato e Frações Massa obtida (g) 

EB1*-Fr 1,95 

EB2*-Fr 5,13 

Me1**-Fr 0,32 

Me2**-Fr 0,26 
 

*Extrato bruto. 

** Frações metanólicas. 

 

4.7.1.2 Preparação das amostras para análise por CLAE-DAD-EM/EM 

 

As amostras analisadas por CLAE-DAD-EM/EM foram submetidas à 

extração em fase sólida usando cartuchos de fase reversa C18 (Strata, 500 

mg/ 3 mL; 55μm, 70A). Uma alíquota e cada amostra (10 mg) foi solubilizada 

em 1,5 mL de uma solução de H2O:MeOH (1:1, v/v) acidificada com 0,1% de 

ácido fórmico, eluída em cartucho C18 e filtrada usando membrana  de Nylon 

(0,22 μm; 13 mm de diâmetro).  

  

4.7.1.3 Condições cromatográficas por CLAE-DAD-EM/EM 

 

A identificação das antocianinas por CLAE-DAD-EM/EM foi realizada 

utilizando uma coluna cromatográfica Phenomenex® C18-Hydro (250 x 4,6mm; 

d.i.; 4 μm), temperatura ambiente, fluxo de 0,75 mL min-1 e volume de injeção 

de 20 μL. O sistema de solventes utilizado foi H2O (1% ácido fórmico) como 
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fase aquosa (A) e acetonitrila (1% Ácido fórmico) como fase orgânica (B) e 

modo de eluição em gradiente (Tabela 3).  
 

 

Tabela 3: Condições cromatográficas para identificar as antocianinas por CLAE-DAD-EM/EM. 

Tempo 
(min) 

Fluxo (mL.min-1) %H2O %ACN 

Inicial 0,75 90 10 

26 0,75 70 30 

30 0,75 90 10 

40 0,75 90 10 

 

 

 Validação do método para quantificar as antocianinas presentes 4.7.2

no extrato metanólico dos frutos por Cromatografia Liquida de 
Alta Eficiência (CLAE-DAD) 

 

4.7.2.1 Preparação do padrão e das soluções de trabalho 

 

 A solução estoque (1 mg.g-1) foi preparada a partir do padrão de 

cianidina-3-O-glicosídeo (Cy-3g) e diluída em H2O (0,1% de HCl) em balão 

volumétrico apropriado. Alíquotas de 5, 10, 25, 50, 100, 250 μl foram retiradas 

da solução estoque e diluídas a 1,0 mL com H2O (0,1% de HCl) para preparar 

as seis soluções de trabalho de concentrações 5, 10, 25, 50, 100, 250 μg.g-1. 

Cada solução de trabalho foi preparada em triplicata, filtrada em membrana 

(0,22 μm) e injetada em triplicata no cromatógrafo (MULAGABAL et al., 2009b). 

As áreas foram obtidas pela integração dos picos obtidos a 520 nm e 

submetidas ao Teste de Huber para rejeição dos anômalos em relação à 

mediana dos valores obtidos (k=2) (VALENTE, AUGUSTO & RIEDO, 2003).  

As curvas analíticas foram construídas a partir dos valores não 

rejeitados.  
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4.7.2.2 Preparação das amostras para o teste de exatidão 

 

A RE899 da ANVISA de 2003 (ANVISA) recomenda que a exatidão do 

método seja avaliada, a partir de, no mínimo, nove determinações que estejam 

no intervalo de linearidade do método, ou seja, três concentrações, baixa, 

média e alta, com três réplicas cada.  

Seguindo essas recomendações, as amostras para os testes de 

exatidão foram preparadas de acordo com o procedimento a seguir: nove 

porções contendo três frutos verdes cada (aproximadamente 4,0 g) foram 

pesadas, os frutos picados e três porções enriquecidas com 50 μL, três 

porções com 250 μL e três porções com 1000 μL da solução padrão de Cy-3g 

(1 mg.mL-1). Então, foi adicionado 10 mL de MeOH (0,1 % HCl) e a solução 

final foi pesada. Esta solução foi mantida sob constante agitação em mesa 

agitadora por duas horas ao abrigo da luz. As soluções foram filtradas em 

membrana de Nylon (0,22 μm e 13 mm de diâmetro) e injetadas no 

cromatógrafo. 

 

4.7.2.3 Preparação das amostras para quantificar as antocianinas 

 

Os frutos maduros foram coletados cuidadosamente para evitar a 

danificação da casca que contém as antocianinas. As amostras analisadas 

foram preparadas no mesmo dia em que os frutos foram coletados de acordo 

com o seguinte procedimento: três frutos foram escolhidos ao acaso foram 

pesados e picados. A estes frutos foi adicionado 20 mL de MeOH (0,1% HCl) e 

a solução resultando foi pesada. As antocianinas foram extraídas por duas 

horas sob constante agitação em mesa agitadora e ao abrigo da luz. Cada 

solução foi filtrada em membrana de Nylon (0,22 μm e 13 mm de diâmetro) e 

injetada em triplicata no cromatógrafo (MULAGABAL et al., 2009b).  

É importante salientar que a massa dos três frutos variou entre 9,0 g e 

14,0 g dependendo da espécie analisada. 
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4.7.2.4 Condições cromatográficas para validação do método 

 

A validação do método e a quantificação das antocianinas foram 

realizadas utilizando uma coluna cromatográfica Phenomenex® C18-Hydro 

(250 x 4,6mm; d.i.; 4 μm), temperatura ambiente, fluxo de 0,75 mL min-1 e 

volume de injeção de 20μL. O sistema de solventes utilizado foi H2O (0,1% 

TFA) como fase aquosa (A) e H2O: Acetonitrila: Ácido Acético:TFA 

(50,4:48,5:1:0,1) como fase orgânica (B) e modo de eluição em gradiente 

(Tabela 4) (Mulabagal et al, 2009).   

 

 
Tabela 4: Condições cromatográficas para quantificar as antocianinas por CLAE-DAD. 

Tempo 
(min) 

Fluxo (mL.min-1) %A %B 

Inicial 0,75 80 20 

26 0,75 40 60 

30 0,75 80 20 

40 0,75 80 20 

 

 

 Estudo fitoquímico das folhas de Eugenia brasiliensis 4.8

 

 Preparação dos extratos 4.8.1

 

 As folhas de Eugenia brasiliensis foram secas em estufa a 40oC. Em 

seguida, foram finamente divididas em moinho de facas a fim de facilitar a 

extração de seus constituintes químicos. 

 Considerando o uso do chá das folhas na medicina tradicional, este foi 

preparado no laboratório de acordo com o seguinte protocolo (MULAGABAL et 

al., 2009a): 200 g de folhas secas, aproximadamente, foram adicionados 2,0 L 

de água fervente. Esta mistura ficou sob constante agitação por 75 min e após 

este período, foi filtrada e o sobrenadante foi liofilizado para a obtenção do 

extrato aquoso (EA-Fo, 46,2 g). Então, o material vegetal resultante foi 
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empacotado em uma coluna de vidro e submetido à extração exaustiva com 

metanol (1,5 L, 6 horas, 6x) para a obtenção do extrato metanólico. O extrato 

metanólico resultante foi centrifugado: o sobrenadante foi, primeiramente, 

submetido à secagem à pressão reduzida para a eliminação de metanol e, em 

seguida liofilizado para a obtenção do extrato metanólico 1das folhas (EM1- Fo, 

20,1 g); o precipitado foi solubilizado em metanol e submetido à secagem a 

pressão reduzida para a obtenção extrato metanólico 2 (EM2 - Fo, 16,5 g). É 

importante salientar que o metanol usado para a obtenção do extrato metanólico 

foi reaproveitado usando no máximo 2,0L de metanol em toda a extração.  

Os três extratos foram submetidos à cromatografia em camada delgada 

comparativa (CCDC). O extrato aquoso e o extrato metanólico 1 por 

apresentaram perfis semelhantes foram misturados, solubilizados em água e 

mantidos em um refrigerador por 24 horas. Após este periodo, a solução foi 

centrifugada. O sobrenadante e o precipitado foram liofilizados para a obtenção 

do extrato aquoso 1 (EA1-Fo, 50,8 g) e extrato aquoso 2 (EA2-Fo, 13,2 g), 

respectivamente. 

 

4.8.1.1 Estudo do Extrato Aquoso 1 (EA1-Fo) 

 

A fim de mimetizar as condições in vivo, ou seja, a hidrólise que ocorre 

no estômago dos seres vivos, duas alíquotas de 5 g do EA1-Fo foram 

dissolvidas em 250 mL de água (37˚C e pH 2) e mantidas em incubadora, 

sendo que uma solução foi mantida por 6 horas e a outra por 24 horas. Após o 

tempo de incubação as amostras foram liofilizadas obtendo-se, assim, as 

amostras hidrolisadas.  

Uma alíquota (2,00 g) de cada amostra hidrolisada foi agitada com 25 

mL de metanol por 10 minutos (2x) e centrifugada, resultando na parte solúvel 

em MeOH (1,90 g) e na parte insolúvel em MeOH (0,03 g). Este resíduo 

mostrou-se insolúvel em água e em metanol, e foi considerado como sendo 

uma pequena porção de material vegetal.  

As frações solúveis em MeOH foram analisadas por CCDC usando sílica 

gel (250 µm) como fase estacionária e CHCl3:MeOH:H2O (5:4:1) como fase 

móvel. Como não foi observada diferença significativa no perfil cromatográfico 
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obtido por CCDC das duas frações, a fração proveniente da amostra incubada 

por 6 horas foi escolhida para os procedimentos de purificação. 

 

4.8.1.2 Estudo da fração solúvel em MeOH – 6 horas (FrSMe-6) 

 

Uma alíquota (1,09 g) da fração FrSMe-6 foi submetida ao 

fracionamento com coluna RediSep® Rf fase reversa C-18  (86 g, 40–63 µm) e 

modo de eluição  gradiente linear com MeOH:H2O (5% - 100% de MeOH, fluxo 

de 5,0 ml/min, 30 minutos). Neste procedimento, obteve-se 40 frações que 

foram combinadas de acordo com o perfil cromatográfico obtido por CCDC 

para formar quatro frações (Fr1 - 324 mg; Fr2 - 432,5 mg; Fr3 - 46,3 mg; Fr4 - 

37,9 mg). Após a obtenção das quatro frações, estas foram submetidas a 

secagem do solvente a pressão reduzida em evaporador rotativo e testadas 

novamente em CCDC. As frações Fr2 - Fr4 apresentaram perfil cromatográfico 

com baixa resolução e característico de substâncias muito polares. Portanto, 

somente a fração Fr1, foi escolhida para a etapa seguinte de purificação.  

Uma alíquota da fração Fr1 (314 mg) foi dissolvida em metanol e 

centrifugada. A parte solúvel em metanol (280 mg) foi submetida à 

cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) usando sílica gel (500 

µm) como fase estacionária e CHCl3:MeOH:H2O (10:5:0,5) como fase móvel. A 

placa cromatográfica foi eluída duas vezes e este procedimento forneceu a 
substância 1 (26,5 mg).  

 

4.8.1.3 Estudo do Extrato Aquoso 2 (EA2-Fo) 

 

O EA2-Fo foi submetido à diversas etapas de fracionamento, porém, não 

foi possível isolar nenhuma substância. A análise por CCDC deste extrato 

mostrou baixa resolução cromatográfica e alta polaridade o que sugere a 

presença de taninos e explica a dificuldade em isolar as substâncias presentes.  
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4.8.1.4 Estudo do Extrato Metanólico 2 (EM2 - Fo) 

 

O extrato EM2 - Fo (4.0 g) foi agitado sequencialmente com hexano (20 

ml, 20 minutos), acetato de etila (20 ml, 20 minutos) e metanol (20 ml, 20 

minutos). As soluções resultantes em cada etapa foram centrifugadas e os 

sobrenadantes concentrados a pressão reduzida (35 ºC) para se obter a fração 

hexânica (FrHx - 0,42 g), a fração acetato (FrAc - 2,58 g) e a fração metanólica 

(FrMe - 0,74 g), respectivamente.  

As frações resultantes foram analisadas por CCDC. A fração hexânica 

mostrou um perfil cromatográfico semelhante à fração acetato e ambas as 

frações foram combinadas para formar a fração FrHxAc. A comparação dos 

perfis cromatográficos mostrou que as frações hexânica e acetato possuem as 

substâncias majoritárias e que a fração metanólica possui compostos muito 

polares e baixa resolução cromatográfica. 

 

4.8.1.5 Estudo da fração FrHxAc 

 

Uma alíquota da fração acetato combinada com a fração hexânica 

(FrHxAc - 1,9 g) foi submetida ao fracionamento por cromatografia líquida de 

média pressão (MPLC) usando coluna de sílica gel (350 x 40 mm; 35–70 µm), 

fluxo de 3,0 mL.min-1 e eluída com CHCl3: AcOEt (3:1) para se obter 69 frações 

(10 ml cada), CHCl3: MeOH (3:1) para se obter 4 frações (50 - 125 ml) e 100% 

MeOH para se obter 2 frações (200 e 300 ml). As frações foram analisadas por 

CCDC e combinadas em quatro frações de acordo com o perfil cromatográfico: 

A (0,66 g), B (0,24 g), C (0,60 g) e D (0,50 g). A fração A por conter as 

substâncias majoritárias foi escolhida para os fracionamentos subsequentes.  

Uma alíquota da fração A (0,56 g) foi submetida ao fracionamento por 

MPLC usando coluna de sílica gel (300 x 22 mm; 35-70 µm), fluxo de 1,7 

mL.min-1 e duas fases móveis: hexano: acetona (4:1) para se obter 37 frações 

(5,0 ml cada) e hexano: acetona (1:1) para se obter 40 frações (5,0 ml cada). 

As frações resultantes foram combinadas com base no perfil cromatográfico 

por CCDC em seis sub-frações (A1, 31 mg; A2, 151 mg; A3, 150 mg; A4, 130 
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mg; A5, 56mg; A6, 36 mg). As substâncias majoritárias foram identificadas nas 

sub-frações A4 e A6. 

Uma alíquota da sub-fração A4 (106 mg) foi dissolvida em 

hexano:acetato de etila (3:1) e centrifugada a fim de se obter a parte solúvel 

(95,4 mg) e a parte insolúvel (10,3 mg) separadas. A parte solúvel foi 

submetida ao fracionamento por MPLC usando coluna de sílica gel (300 x 22 

mm; 35–70 µm), fluxo de 1,7 ml/min e duas fases móveis: hexano: acetato de 

etila (3:1) para se obter 40 frações (5 ml cada) e hexano: acetato de etila (1:1) 

para se obter 30 frações (5 ml cada). Novamente, as frações resultantes foram 

analisadas por CCDC e reunidas em 4 grupos (A4-I, 33,1 mg; A4-II, 7,2 mg; 

A4-III, 40 mg; A4-IV, 13 mg). Os grupos A4-I e A4-III foram escolhidos para as 

etapas subsequentes de purificação, pois continham as substâncias 

majoritárias e melhor resolução cromatográfica. O grupo A4-I foi submetido à 

cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) usando sílica gel (250 

µm) como fase estacionária e hexano:acetona (6:1) como fase móvel, e 
forneceu as substâncias 2 (2,2 mg) e 3 (2,2 mg). O grupo A4-III foi submetido à 

CCDP usando usando sílica gel (250 µm) como fase estacionária e 

hexano:acetona (4:1) como fase móvel, e forneceu a substância 4 (5,0 mg). 

A sub-fração A6 (30 mg) foi submetida à CCDP  usando sílica gel (250 

µm) como fase estacionária e CHCl3:MeOH (8:1) como fase móvel e forneceu a 
substância 5 ( 5,0 mg). 

Portanto, o fracionamento de FrHxAc possibilitou o isolamento de 4 

substâncias majoritárias presentes na espécie em estudo (Figura 17).  
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Figura 17 - Esquema do fracionamento de FrHxAc. 
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 Estudo químico das infusões de Eugenia brasiliensis e Eugenia 4.9

involucrata 

 Preparação das infusões de E. brasiliensis e E. involucrata 4.9.1

 

 As folhas de ambas as espécies foram secas em estufa a 40oC. Em 

seguida, foram moídas em moinho de facas a fim de facilitar a extração. 

Considerando o uso das folhas na forma de chá na medicina tradicional, as 

infusões foram preparadas em laboratório usando o protocolo de preparo do 

extrato EA-Fo (item 4.8.1) com algumas modificações: para cada 100 g de folhas 

e moídas foram adicionados 1,0 L de água fervente. A mistura ficou em repouso 

por 30 min e após este período, foi filtrada e o sobrenadante foi liofilizado para a 

obtenção da infusão liofilizada (Tabela 5). Este material foi armazenado em 

freezer para evitar a degradação e uso posterior.  
 

Tabela 5 - Rendimentos obtidos para as infusões liofilizadas das folhas de E. brasiliensis e E. 

involucrata. 

Espécie Código 
Massa de folhas secas e 

moídas (g) 
Massa obtida (g) 

E. brasiliensis IEb-Fo 200,0 39,18 

E. involucrata IEi-Fo 100,0 14,63 

 

 Identificação dos constituintes químicos presentes nas infusões 4.9.2
das folhas (IEb-Fo e IEi-Fo) por Espectrometria de Massas 

 

As infusões IEb-Fo e IEi-Fo foram submetidas à análise por 

Espectrometria de Massas usando o modo de inserção direta da amostra, com 

o objetivo de identificar os constituintes químicos presentes nas infusões que 

pudessem ser associados à atividade anti-inflamatória descrita na medicina 

tradicional. Para esta análise, 1,5 mg de cada amostra de infusão liofilizada foi 

pesada, diluída em 1,5 mL de solução MeOH:H2O (1:1, v/v) e filtrada em 

membrana de Nylon com poro de 0,22 μm. Cada amostra filtrada foi diluída e 
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introduzida diretamente na fonte de Ionização por seringa automática com 

diâmetro de 4,6 mm e fluxo de 10 μL.min-1.  

 

 Metodologia dos ensaios biológicos 4.10

 

 Ensaio antioxidante usando MTT1 4.10.1

 

O ensaio com MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio] foi realizado de acordo com a metodologia descrita por LIU & 

NAIR, 2010 com algumas modificações. As soluções estoque dos extratos 

testados, controles positivos e MTT foram preparadas em DMSO (10, 1 e 

1 mg.mL-1, respectivamente). Uma alíquota de 780 μl da solução de MTT e 20 

μl dos extratos e controles positivos foi agitada em vortex por 1 minuto. A 

mistura reacional foi incubada a 37ºC por 24 horas. Então, uma alíquota de 200 

μl da mistura reacional foi transferida para uma placa de 96 poços e a 

absorbância foi medida a 570 nm. As amostras foram testadas em duplicata. 

Os controles positivos usados foram ácido ascórbico (vitamina C - VC) e terc-

butil-hidroquinona (TBHQ) e o controle negativo usado foi DMSO. A 

absorbância de cada amostra foi calculada utilizando a equação 1: 
 

Equação 1 - Cálculo de absorbância após a reação com MTT em ensaio antioxidante. 

gativocontroleneamostra AAAb   570570
 

 

 

 
 

                                                 
1Ensaio realizado pela pós-graduanda Alessandra Cristina Dametto, na Michigan State University, MSU, 

East Lansing, USA.  
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 Ensaio de inibição da lipoperoxidação2 4.10.2

 

No modelo proposto, os ensaios antioxidantes foram conduzidos pela 

análise da oxidação de lipossomos padronizados por espectroscopia de 

fluorescência. O lipídeo 1-estearoil-2-linoleoil-sn-glicerol-3-fosfocolina e a 

sonda fluorescente ácido 3-[p-(6-fenil)-1,3,5-hexatrienil]-fenilpropiônico foram 

dissolvidos em DMF e secos a vácuo a temperatura ambiente. As vesículas 

unilamelares grandes (LUV’s, lipossomas) foram produzidas pela ressuspensão 

da mistura lipídeo + sonda (0,15M NaCl, 0,1mM EDTA e 0,01M MOPS mantida 

sobre resina Chelex) seguida de 10 operações de congelamento/degelo em 

banho de gelo seco e etanol, seguidas de extrusão (29x) através de membrana 

de tamanho de poro 100nm. A lipoperoxidação foi iniciada pela adição de 20 μL 

FeCl2.4H2O à solução do ensaio [HEPES (100 μl), 1 M NaCl (200 μl), água 

aspergida com N2 (1,64 ml), amostra ou DMSO (20 μl)] e 20 μl da suspensão 

de lipossoma. A fluorescência foi medida a 384 nm e monitorada a 0, 1, 3 e a 

cada 3 minutos até 21 minutos, usando um fluorímetro digital. O decréscimo da 

intensidade de fluorescência relativa com o tempo indicou a taxa de 

peroxidação. Os extratos foram testados na concentração de 100 μg/ml e os 

padrões usados como controle positivo, butil-hidroxianisol (BHA), terc-butil-

hidroquinona (TBHQ) e butil-hidroxitolueno (BHT), foram testados na 

concentração de 1 μg/ml. Todas as amostras foram testadas em duplicata e a 

porcentagem de inibição foi calculada de acordo com a Equação 2. O DMSO 

foi usado como controle negativo (RAMSEWAK et al, 1999). 
 

Equação 2 - Inibição da lipoperoxidação em ensaio fluorimétrico.  

100*%
0F

Ft .
 

 Sendo Ft a fluorescência num dado ponto e F0 a fluorescência em t=0 

min.  
 

                                                 
2Ensaio realizado pela pós-graduanda Alessandra Cristina Dametto, na Michigan State University, MSU, 

East Lansing, USA.  
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 Ensaio de inibição das enzimas COX-1 e COX-23 4.10.3

 

A enzima COX-1 foi preparada a partir de vesículas seminais de carneiro 

(ca. 0,46 mg proteína/mL em tampão Tris 30 mM, pH 7) e a enzima COX-2 foi 

preparada a partir de lisado celular de inseto diluído com tampão Tris (pH 7) 

até concentração final aproximada de 1,5 mg de proteína.mL-1. As amostras 

foram testadas quanto à sua atividade anti-inflamatória pelo monitoramento da 

taxa de consumo de O2 (LIU & NAIR, 2011). Um eletrodo foi usado para 

monitorar a taxa de consumo de O2 a 37º C. As amostras (6 μl de uma solução 

de 250 μg.mL-1) foram injetadas em uma câmara contendo solução tampão do 

ensaio, que é uma mistura de tampão Tris (0,6 ml; 0,1 M e pH 7), fenol (1 mM) 

e hemoglobina (85 μg). As enzimas COX-1 (10 μl) e COX-2 (10 μl) foram 

adicionadas separadamente, e incubadas por 2 minutos. Após o tempo de 

incubação, o ácido araquidônico (10 μl da solução de 1 mg.mL-1) foi adicionado 

para iniciar a reação. As análises foram realizadas em duplicata. Os controles 

positivos usados, Aspirina, Celebrex, Vioxx, Naproxeno e Ibuprofeno, foram 

testados na concentração de 108, 1, 1, 15 and 12 μg.mL-1, respectivamente e o 

controle negativo usado foi DMSO. A porcentagem de inibição das enzimas foi 

calculada de acordo com a equação 3 (RAMSEWAK et al., 2000). 

 
Equação 3 - Inibição das enzimas COX-1 e COX-2 em ensaio anti-inflamatório. 

 

100*%
2

22

controleO

amostraOcontroleO

Consumo

ConsumoConsumo



 
  

 

 

 

 

 

 

                                                 
3Ensaio realizado pela pós-graduanda Alessandra Cristina Dametto, na Michigan State University, MSU, 

East Lansing, USA.  
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5 Resultados e Discussão  

 

5.1 Identificação das antocianinas  

 

Os extratos brutos obtidos para E. brasiliensis e E. involucrata foram 

primeiramente submetidos ao fracionamento em CC com XAD-16 para eliminar 

açúcares e outros interferentes, fazendo com que o extrato ficasse mais 

concentrado em antocianinas. Então, o extrato bruto e a fração metanólica 

obtida após o procedimento com XAD-16 foram analisados por CLAE-DAD. 

Pode-se observar através da comparação dos cromatogramas que houve um 

aumento na concentração das antocianinas após o fracionamento (Figura 18). 

A comparação das expansões dos perfis cromatográficos obtidos para 

as duas espécies mostra que a espécie Eugenia brasiliensis possui maior 

variedade estrutural de antocianinas que a espécie E. involucrata (Figura 19). 

As antocianinas presentes foram inicialmente identificadas pelos espectros no 

UV-Vis, os quais apresentaram duas bandas, uma em 278nm e outra em, 

aproximadamente, 520nm, características de antocianinas (Figura 20). 
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Figura 18 - Separação cromatográfica por CLAE-DAD dos Extratos Brutos e das Frações 

metanólicas das espécies E. brasiliensis (A), E. involucrata (B), λ = 520 nm. Coluna 

cromatográfica Phenomenex® C18-Hydro (250 x 4,6mm x d.i.; 4 μm), temperatura ambiente, 

fluxo de 0,75 mL min-1 e volume de injeção de 20μL. (condições cromatográficas veja tabela 3, 

pag. 65). 
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Figura 19 - Expansão do perfil cromatográfico (11 minutos a 26 minutos) obtido por CLAE-DAD 

das frações metanólicas de (A) - E. brasiliensis e (B) - E. involucrata e espectros do UV-Vis das 

antocianinas. Coluna cromatográfica Phenomenex® C18-Hydro (250 x 4,6mm x d.i.; 4 μm), 

temperatura ambiente, fluxo de 0,75 mL min-1 e volume de injeção de 20μL. (condições 

cromatográficas veja tabela 3, pag. 65). 
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Figura 20 - Espectros no UV-vis obtido para as antocianinas. 
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5.1.1 Análise por CLAE-DAD e CLAE-DAD-EM/EM 

 

  Uma técnica que pode fornecer excelentes informações sobre a fórmula 

molecular de compostos flavonoídicos, como as antocianinas, é a 

espectrometria de massas (EM). A espectrometria de massas, em sua 

essência, consiste na geração de íons pela fragmentação das moléculas da 

amostra e a detecção dos fragmentos é feita de acordo com suas massas. Os 

íons carregados produzidos são acelerados em um campo magnético ou 

elétrico que dispersa e permite medidas relativas de íons de diferentes razões 

massa/carga. O resultado da medida da abundância dos íons versus a massa 

constitui o espectro de massas. Uma das vantagens da técnica de 

espectrometria de massas está na capacidade de indicar a fórmula molecular 

da substância sem a necessidade de grandes quantidades de amostra. 

Adicionalmente, pode-se selecionar determinado íon para fragmentações 

subsequentes (EM sequencial, EM/EM), enriquecendo as informações 

estruturais e contribuindo para a identificação dos constituintes químicos da 

amostra (MARÇO et al., 2008; SILVERSTEIN, WEBSTER & KIEMLE, 2007). 

A forma de ionização mais utilizada para análise de antocianinas é a 

ionização por electrospray (Electrospray Ionization – ESI).  A ESI é uma técnica 

mais branda de ionização e por isso pode produzir íons não fragmentados da 

substância analisada. É aplicada para amostras termicamente lábeis, não 

voláteis e polares. Uma característica importante da ESI está no fato de que as 

amostras devem ser introduzidas na forma de solução, tornando possível o 

acoplamento com muitas técnicas de separação, em especial com a CLAE. 
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(GIUSTI et al., 1999; RYAN et al., 1999; KUSKOSKI et al., 2003) A CLAE-EM 

tornou-se uma das técnicas mais utilizadas para identificação de antocianinas. 

(WU & PRIOR, 2005; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009) 

Diante destas informações, as frações metanólicas (Me-Fr) dos extratos 

de Eugenia em estudo foram submetidas às análises por CLAE-EM e CLAE-

EM/EM a fim de identificar quais antocianinas estavam presentes nestas 

espécies. Os espectros de massas em full-scan indicaram a presença de várias 

antocianinas (pag. 80; Figura 19). A fragmentação para cada um desses íons 

levou à identificação de diversas antocianinas.  

É importante salientar que as antocianinas são formadas, basicamente, 

por uma aglicona (antocianidina) e uma unidade de açúcar, geralmente mono 

ou dissacarídeo. No entanto, algumas antocianinas possuem, além da aglicona 

e da unidade de açúcar, um grupo acila. Algumas características estruturais 

das antocianinas provocam fragmentações peculiares, muitas vezes 

imprescindíveis para sua correta identificação, como é destacado a seguir. 

Como o cátion flavílico é muito estável e não possui sítio de fácil ruptura 

da ligação, o espectro das antocianinas apresentam um pico intenso [M]+. As 

antocianinas normalmente são O-glicosiladas, portanto a fragmentação dessas 

antocianinas O-glicosiladas envolve a clivagem da ligação glicosídica 

acompanhada por transferência de próton pela perda do glicosídeo, e 

resultando em íons que contêm somente a aglicona (OLIVEIRA, ESPERANÇA 

& ALMOSTER FERREIRA, 2001; ANDERSEN & MARKHAN, 2006).  

A unidade de açúcar presente, geralmente, está ligada na posição 3 do 

anel C. No entanto, se estiverem presentes duas moléculas de açúcar, elas 

podem estar ligadas na posição 3, ou então, uma na posição 3 do anel C e 

outra na posição 5 do anel A. Os dados da literatura indicam que, quando 

presentes, os dissacarídeos sambubiose, latirose, soforose, laminaribiose 

gentiobiose e rutinose sempre estão ligados na posição 3 do anel C (WU & 

PRIOR, 2005). GIUSTI et al., 1999 propõem que os espectros dos íons 

precursores (MS2) das antocianinas diglicosiladas possui um padrão: as 

antocianinas diglicosiladas apenas na posição 3 possuem um espectro de 

massas com o íon precursor M+ e com o íon produto referente à aglicona. A 

única exceção a este padrão seria o diglicosídeo rutinose que apresenta um 

espectro de massas com o íon precursor, com o íon m/z [M-146]+ e com o íon 
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referente à aglicona, evidenciando a quebra da ligação interglicosídica. Isso 

acontece devido a ramnose e a glicose formarem um dissacarídeo com ligação 

interglicosídica 1→6. O gentiobiosídeo, que também possui ligação 

interglicosídica 1→6 entre as duas moléculas de glicose, apresentou o mesmo 

padrão de fragmentação que o rutinosídeo (DAMETTO, 2010). Já as 

antocianinas diglicosiladas nas posições 3 e 5 apresentam espectros de 

massas com o íon molecular M+, com o íon [M-162]+ e com o íon produto [M-

162-162]+.  

O espectro de MS2 para as antocianinas 3,5-diglicosiladas com um 

grupo acila adicional em uma das posições gera um íon acil-glicosídeo com alta 

intensidade. Se houver dois grupos acila ligados em ambas posições, a 

intensidade do pico referente à aglicona é geralemnte muito baixa, às vezes 

não detectável (WU & PRIOR, 2005).   

Outro fator que deve ser considerado é a ordem de eluição das 

antocianinas usando coluna de fase reversa (C-18), determinado não só por 

sua polaridade, mas também por fatores estruturais que propiciem interação 

mais efetiva com a fase estacionária. Primeiramente, leva-se em consideração 

o tipo de aglicona presente, que elui na seguinte ordem: delfinidina, cianidina, 

petunidina, pelargonidina, peonidina e malvidina, em função de seu padrão de 

oxigenação (Figura 14, pag. 53). O próximo parâmetro a ser analisado é a 

glicosilação e/ou acilação das antocianinas.  Por exemplo, para a mesma 

antocianidina (cianidina) a ordem de eluição é cianidina-3,5-diglicosídeo, 

cianidina-3-diglicosídeo, cianidina-3-galactosídeo, cianidina-3-sambubiosídeo, 

cianidina-3-glucosídeo, cianidina-3-arabinosídeo, cianidina-3-rutinosídeo, 

cianidina-3-(maloil)-glicosídeo, cianidina-3-xilosídeo, cianidina-3-(6′′-malonoil)-

glicosídeo, cianidina-3-(6′′-acetoil)-glicosídeo e cianidina-3-(6′′-cumaroil)-

glicosídeo (WU & PRIOR, 2005). 

Com base nestas informações e nas informações obtidas dos espectros 

de UV-Vis, foi possível determinar as estruturas das antocianinas presentes 

nas amostras analisadas de E. brasiliensis e de E. involucrata.  

A fração Me1-Fr, obtida para E. brasiliensis, foi submetida à análise por 

CLAE-DAD-EM e CLAE-DAD-EM/EM para identificar as antocianinas presentes 

e os resultados obtidos foram usados para auxiliar na determinação das 
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antocianinas presentes em E. involucrata. Todas as antocianinas identificadas 

nas duas espécies estão mostradas na tabela 6. 
Tabela 6: Antocianinas identificadas em Eugenia brasiliensis e E. involucrata. 

Pico Antocianina Tr (min) [M]+ (m/z) Íons produto (m/z) 
1  A1 - cianidina-3-O-soforosídeo 13,0 611 287 

2 A2 - delfinidina-3-O-laminaribiosídeo 13,4 627 303 
3 A3 - delfinidina-3-O-galactosídeo 14,7 465 303 
4 A4 - delfinidina-3-O-glicosídeo 15,1 465 303 
5 A5 - cianidina-3-O-galactosídeo 15,8 449 287 

6 A6 - cianidina-3-O- laminaribiosídeo 15,8 611 287 
7 A7 - cianidina-3-O-sambubiosídeo 16,2 581 287 
8 A8 - cianidina-3-O-cafeoil-diglicosídeo  16,6 773 287 

9 A9 - cianidina-3-O-glicosídeo 17,1 449 287 
10 A10 - cianidina-3-O-cafeoil-glicosídeo 18,0 611 287 
11 A11 - delfinidina-3-O-cumaroil-glicosídeo 18,6 581 303 

12 A12 - pelargonidina-3-O-glicosídeo 19,1 433 271 
13 A13 - cianidina-3-O-maloil-glicosídeo 19,8 565 287 
14 A14 - cianidina-3-O-acetoil-glicosídeo 20,4 623 287 
15 A15 - cianidina-3-O-pentosídeo 20,6 419 287 

16 A16 - NI* 21,4 719 557, 395, 287 
17 A17 - NI* 21,4 573 303 
18 A18 - NI* 23,0 573 303 

19 A19 - NI* 24,9 557 287 
20 A20 – delfinidina 25,4 303 - 

*Antocianina não-identif icada. 

 

O íon precursor de m/z 611 apresentou 3 picos em diferentes tempos 

de retenção: 13,0 minutos, 15,8 minutos e 18,0 minutos. A fragmentação deste 

íon, nos diferentes tempos de retenção, gerou o íon de m/z 287 [M-324]+ com a 

eliminação de um fragmento neutro de 324 Da. Baseando-se nos tempos de 

retenção e nos espectros de fragmentação, estas antocianinas foram 

identificadas como cianidina-3-O-soforosídeo (Figura 21), cianidina-3-O-

laminaribiosídeo (Figura 22) e cianidina-3-O-(cafeoil)-glicosídeo (Figura 23) .  
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Figura 21 - Espectro de massas do íon precursor de m/z 611 (tempo de retenção: 13,0 

minutos) em modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 

63) e estrutura da antocianina cianidina-3-O-soforosídeo, compatível com os dados 

apresentados. 

 
 

Figura 22 - Espectro de massas do íon precursor de m/z 611 (tempo de retenção: 15,8 

minutos) em modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 

63) e estrutura da antocianina cianidina-3-O-laminaribiosídeo, compatível com os dados 

apresentados. 
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Figura 23 - Espectro de massas do íon precursor de m/z 611 (tempo de retenção: 18,0 

minutos) em modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 

63) e estrutura da antocianina cianidina-3-O-(cafeoil)-glicosídeo, compatível com os dados 

apresentados. 

 
 

A fragmentação do íon precursor de m/z 627 mostra a eliminação de um 

fragmento neutro de 324 Da e formação de um íon produto de m/z 303 [M-

324]+. Como há apenas o pico do íon precursor e o pico referente à aglicona, 

os dados indicam que esta antocianina é diglicosilada apenas na posição 3. 

Portanto, este espectro é compatível com a substância delfinidina-3-O-

laminaribiosídeo (Figura 24). 

O íon precursor de m/z 465 foi detectado em dois tempos de retenção 

diferentes: 14,7 minutos e 15,1 minutos. A fragmentação desse íon precursor 

gerou a eliminação de um fragmento neutro de 162 Da e o íon de m/z 303 [M-

162]+ característico de delfinidina. Estas antocianias foram identificadas como 

delfinidina 3-O-galactosídeo (Figura 25) e delfinidina-3-O-glicosídeo (Figura 

26), ambas já identificadas em E. brasiliensis (REYNERTSON et al., 2008; 

FLORES et al., 2012). 
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 +MS2 (627,00) CE (20): Exp 5, 8,799 to 10,434 min from Sample 4 (Amostra_38C_MS... Max. 3622,1 cps.
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Figura 24 - Espectro de massas do íon precursor de m/z 627 (tempo de retenção: 13,4 

minutos) em modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 

63) e estrutura da delfinidina-3-O-laminaribiosídeo, compatível com os dados apresentados. 

 

 

Figura 25 - Espectro de massas do íon precursor de m/z 465 (tempo de retenção: 14,7 

minutos) em modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 

63) e estrutura da delfinidina-3-O-galactosídeo, compatível com os dados apresentados. 

 

 +MS2 (465,00) CE (20): Exp 1, 9,068 to 10,459 min from Sample 3 (Amostra_38C_MS2... Max. 1,2e4 cps.

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
m/z, Da

0,00

1000,00

2000,00

3000,00

4000,00

5000,00

6000,00

7000,00

8000,00

9000,00

1,00e4

1,10e4

1,20e4

In
te

n
s

it
y

, 
c

p
s

303,4

465,6

O+

O

OH

OH
HO

O

O

HO

HO

HO

OH

O

HO

OH

OH

OH

OH

O+

O

OH

OH
HO

O

OH

OH

HO

OH

OH

OH



 

89 

 

Figura 26 - Espectro de massas do íon precursor de m/z 465 (tempo de retenção: 15,1 

minutos) em modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 

63) e estrutura da delfinidina-3-O-glicosídeo, compatível com os dados apresentados. 

 
 

Outro íon precursor que apresentou picos em dois tempos de retenção 

diferentes (15,8 minutos e 17,1 minutos) foi o íon de m/z 449. A fragmentação 

deste íon precursor, nos dois tempos de retenção, gerou o íon m/z 287 [M-

162]+, devido a eliminação de um fragmento neutro de 162 Da. Estas 

antocianinas foram determinadas como cianidina-3-O-galactosídeo  (Figura 27) 

e cianidina-3-O-glicosídeo (Figura 28), ambas identificadas anteriormente em 

E. brasiliensis (REYNERTSON et al., 2008; FLORES et al. 2012). 
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29) e a fragmentação para o íon em 18,6 minutos gerou o íon de m/z 303 [M-

278]+ e a eliminação de um fragmento neutro de 278 Da, indicando que esta 

antocianina é a delfinidina-3-O-(cumaroil)-pentosídeo (Figura 30). 
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Figura 27 - Espectro de massas do íon precursor de m/z 449 (tempo de retenção: 15,8) em 

modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 63) e 

estrutura da antocianina cianidina-3-O-galactosídeo, compatível com os dados apresentados. 

 
 

Figura 28 - Espectro de massas do íon precursor de m/z 449 (tempo de retenção: 17,1 min) em 

modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 63) e 

estrutura da antocianina cianidina-3-O-glicosídeo, compatível com os dados apresentados. 
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Figura 29 - Espectro de massas do íon precursor de m/z 581 (tempo de retenção: 16,2) em 

modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 63) e 

estrutura da cianidina-3-O-sambubiosídeo, compatível com os dados apresentados. 

 
 

Figura 30 - Espectro de massas do íon precursor m/z 581 (tempo de retenção: 18,6) em modo 

positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 63) e estrutura da 

delfinidina-3-O-(cumaroil)-pentosídeo, compatível com os dados apresentados. 
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A fragmentação do íon precursor de m/z 773 mostra a eliminação de 

um fragmento neutro de 486 Da e a formação de um íon de m/z 287 [M-486]+ 

que é característico de uma cianidina. Este íon pode corresponder a uma 

molécula de antocianina triglicosilada ou a uma molécula de antocianina ligada 

a um diglicosídeo conjugado com o ácido cafeico. Como o tempo de retenção 

desta substância foi maior que das antocianinas diglicosiladas (cianidina-3-O-

soforosídeo, cianidina-3-O-laminaribiosídeo e cianidina-3-O-sambubiosídeo), 

concluiu-se que este íon corresponde a uma antocianina ligada a um 

diglicosídeo conjugado com o ácido cafeico que foi determinada como 

cianidina-3-O-(cafeoil)-diglicosídeo (Figura 31).  
O íon precursor de m/z 433 corresponde a uma antocianina glicosilada. 

A fragmentação deste íon eliminou o fragmento neutro de 162 Da, gerando o 

íon produto de m/z 271 [M-162]+. Esta antocianina foi identificada como 

pelargonidina-3-O-glicosídeo (Figura 32).  

A fragmentação do íon precursor de m/z 565 gerou o íon produto de 

m/z 287 [M-278]+. O fragmento neutro eliminado de 278 Da é referente a uma 

glicose ligada ao acido málico. A antocianina foi identificada como cianidina-3-

(maloil)-O-glicosídeo (Figura 33). 

O íon precursor de m/z 623, após a fragmentação, gerou o íon produto 

de m/z 287 [M-336]+. Houve a eliminação de um fragmento neutro de 336 Da. 

referente a uma unidade de sambubiose ligada a ácido acético. Estes dados 

indicam a identificação desta antocianina como cianidina-3-O-(acetoil)-

sambubiosídeo (Figura 34).  

A fragmentação do íon precursor de m/z 719 gerou o íon de m/z 557 

[M-162]+, o íon de m/z 395 [M-162-162]+ e o íon de m/z 287 [M-162-162-108]+ 

através da eliminação dos fragmentos neutros de 162 Da, 162 Da e 108 Da, 

respectivamente. Este fragmento de 108 Da é incomum para as antocianinas. 

O espectro de fragmentação está mostrado na Figura 35.  

O íon precursor de m/z 573 apresentou dois picos em tempos de 

retenção diferentes: 21,4 minutos e 23,0 indicando que há dois isômeros 

dessas antocianinas. A fragmentação de desse íon, gerou o íon de m/z 303 [M-

270]+ através da eliminação de um fragmento neutro de 270 Da. Este 

fragmento é incomum para as antocianinas (Figura 36 e Figura 37).  
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Figura 31 - Espectro de massas do íon precursor de m/z 773 (tempo de retenção: 16,6 min) em 

modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 63) e 

estrutura da antocianina cianidina-3-O-(cafeoil)-diglicosídeo, compatível com os dados 

apresentados. 

 
Figura 32 - Espectro de massas do íon precursor de m/z 433 (tempo de retenção: 19,1 

minutos) em modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 

63) e estrutura da pelargonidina-3-O-glicosídeo, compatível com os dados apresentados. 
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Figura 33 - Espectro de massas do íon precursor m/z 565 (tempo de retenção: 19,8 minutos) 

em modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 63) e 

estrutura da antocianina cianidina-3-(maloil)-O-glicosídeo, compatível com os dados 

apresentados.  

 
 

Figura 34 - Espectro de massas do íon precursor de m/z 623 (tempo de retenção: 20,4 

minutos) em modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 

63) e estrutura da antocianina cianidina-3-O-(acetoil)-sambubiosídeo, compatível com os dados 

apresentados.  
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Figura 35 - Espectro de massas do íon precursor de m/z 719 (tempo de retenção: 21,4 

minutos) em modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 

63) e antocianina não-identificada. 

 
 

Figura 36 - Espectro de massas o íon precursor de m/z 573 (tempo de retenção: 21,4 minutos) 

em modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 63) e 

antocianina não-identificada.  

 
 
 
 

 +MS2 (719,00) CE (20): Exp 5, 15,109 to 16,484 min from Sample 5 (Amostra_38C_M... Max. 1355,1 cps.

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
m/z, Da

0

200

400

600

800

1000

1200

1355

In
te

n
s

it
y

, 
c

p
s

395,2

557,7

287,6

719,6

 +MS2 (573,00) CE (20): Exp 3, 16,979 to 18,217 min from Sample 5 (Amostra_38C_M... Max. 3500,7 cps.

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
m/z, Da

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

In
te

n
s

it
y

, 
c

p
s

303,4

573,5



 

96 

 

Figura 37 - Espectro de massas do íon precursor de m/z 573 (tempo de retenção: 23,0 

minutos) em modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 

63) e antocianina não-identificada.  

 
 

A fragmentação do íon precursor de m/z 557 gerou o íon produto de m/z 

287 [M-270]+ e a eliminação de um fragmento neutro de 270 Da (Figura 38).   

Apenas com os dados obtidos, não foi possível propor estruturas para as 

antocianinas com os íons precursores de m/z 719, 573 e 557. No entanto, foi 

possível identificá-las como antocianinas, pois os espectros fragmentação  

destes íons precursores apresentaram os íons produto de m/z 287, 303 e 287, 

respectivamente, característicos de cianidina (m/z 287) e delfinidina (m/z 303) e 

a perda de fragmentos neutros de 162 Da.. 

O íon precursor de m/z 419 é indicativo de uma cianidina-3-O-

arabinosídeo, pois a fragmentação deste íon gerou o íon produto de m/z 287 

[M-132]+, indicando a eliminação de um fragmento neutro de 132 Da. Esta 

antocianina já foi identificada em E. brasiliensis (REYNERTSON et al., 2008; 

FLORES et al., 2012) (Figura 39).   
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Figura 38 - Espectro de massas do íon precursor de m/z 557 (tempo de retenção: 24,9 

minutos) em modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 

63) e antocianina não-identificada.  

 
 

Figura 39 - Espectro de massas do íon precursor de m/z 419 (tempo de retenção: 20,6 

minutos) em modo positivo com energia de colisão 20 eV (condições de análise pag. 59 e pag. 

63) e estrutura da antocianina cianidina-3-O-arabinosídeo, compatível com os dados 

apresentados.  
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foi a delfinidina.   

De acordo com os fragmentogramas apresentados, em todos os casos 

ocorre a liberação de um fragmento neutro. Este fragmento forma-se devido a 

um Rearranjo 1,3 (Figura 40). 

 
Figura 40 - Proposta de fragmentação para as antocianinas. 
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5.2 Validação do método analítico e quantificação das antocianinas 

 

O desenvolvimento de um método analítico, a adaptação ou 

implementação de método conhecido, envolve processo de avaliação que 

estime sua eficiência na rotina do laboratório. Esse processo costuma ser 

denominado de validação (BRITO et al., 2003). De acordo com a resolução RE 

n ͦ 899, de 29 de maio de 2003, da ANVISA, a validação deve garantir, por meio 

de estudos experimentais, que o método atenda às exigências das aplicações 

analíticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Portanto, com o intuito 

de garantir a confiabilidade dos resultados analíticos foram determinados os 

principais parâmetros de validação do método: seletividade, linearidade, 
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intervalo de trabalho, limite de quantificação, limite de detecção, precisão, 

exatidão e robustez. O método validado neste trabalho é usado pelo grupo de 

pesquisa Bioactive Natural Products and Phytoceuticals (BNPP) Laboratory of 

Michigan State University na separação cromatográfica de antocianinas 

MULAGABAL et al., 2009b).  

Devido ao fato dos padrões de antocianinas serem muito caros e ao fato 

das diferentes antocianinas apresentarem espectros no UV-vis muito 

semelhantes, neste trabalho, a validação do método foi realizada apenas com a 

antocianina cianidina-3-O-glicosídeo que é a antocianina majoritária nestes 

frutos identificada previamente por espectrometria de massas (item 5.1.1, pag. 

82). 

 

5.2.1 Seletividade  

 

A seletividade de um método analítico avalia as substâncias de interesse 

na presença de componentes que possam interferir com a sua determinação 

em uma amostra complexa. Neste trabalho, a seletividade do método foi 

avaliada usando um detector de arranjo de diodos (DAD). Os resultados 

obtidos demonstram que o método é seletivo para as antocianinas, pois 

quando o espectro do pico da Cy-3g obtido na separação da amostra foi 

comparado com o do padrão, este pico obteve 100% de pureza igual ao padrão 

(Figura 41). 

 

5.2.2 Linearidade, intervalo de trabalho, limite de quantificação e  
limite de detecção 

 

Os valores das áreas dos picos obtidos para as seis soluções de 

trabalho nas concentrações de 5, 10, 25, 50, 100, 250 μg.g-1 preparadas em 

triplicata injetadas em triplicata (9 injeções para cada concentração) foram 

submetidos ao Teste de Huber para a rejeição dos anômalos. Fazendo k=2 

foram rejeitados 11, sendo 6 valores correspondentes à concentração de 5 

μg.g-1, 2 valores correspondentes à concentração de 10 μg.g-1  e 3 valores 
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correspondentes à concentração de 50 μg.g-1 (MULAGABAL et l., 2009c; 

VALENTE, AUGUTO & RIEDO) 
 

Figura 41 - Cálculo de pureza gerado pelo software LC Solutinos do pico de Cy-3g para o 

padrão (A) e para a amostra de E. brasiliensis (B). Coluna cromatográfica Phenomenex® C18-

Hydro (250 x 4,6mm x d.i.; 4 μm), temperatura ambiente, fluxo de 0,75 mL min-1 e volume de 

injeção de 20μL. (condições cromatográficas veja tabela 4, pag. 67). 

  

 

 
 

Os valores não rejeitados pelo Teste de Huber foram usados para 

construir as três curvas de calibração do padrão Cy-3g (Figura 42). As três 
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recomendado pela ANVISA é de no mínimo 0,99. Portanto, uma resposta 

diretamente proporcional à concentração foi obtida no intervalo estudado (4,91 

a 249,76 μg g-1). Embora todas as curvas apresentem coeficientes de 

correlação igual a 0,999, a primeira curva de calibração apresentou valores 

inferiores de área quando comparada com as outras duas curvas. Isso pode ter 

acontecido devido à falta de condicionamento da coluna cromatográfica.  
 

Figura 42 - Resposta analítica (absorbância) em função das diferentes concentrações das 

soluções de Cy-3g.  

 
A partir dos parâmetros obtidos das curvas de calibração, foi possível 

determinar o limite de quantificação e o limite de detecção (Equação 4). Os 

valores do limite de quantificação (LQ) e do limite de detecção da Cy-3g foram 

de 9,0 μg.g-1 e 2,7 μg.g-1, respectivamente.  
 

Equação 4: Cálculo do limite de quantificação (LQ) e limite de detecção (LD).  
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5.2.3 Precisão 

 

A precisão de um método analítico pode ser avaliada de acordo com a 

repetitividade (precisão intra-corrida), a precisão intermediária (precisão inter-

corrida) e a reprodutibilidade (precisão inter-laboratorial) e é expressa pelo 

coeficiente de variação (CV) de uma série de medidas (Equação 5). No 

entanto, neste trabalho, a precisão foi avaliada considerando apenas a 

repetibilidade e a precisão intermediária.  

 
Equação 5: Cálculo do coeficiente de variação. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: ANVISA 

 

A repetitividade do método foi avaliada em nove determinações, ou seja, 

em três concentrações baixas (25 μg.g-1), em três concentrações médias (50 

μg.g-1) e em três concentrações altas (100 μg.g-1), cada uma injetada em 

triplicata. A avaliação da precisão intermediária foi realizada em dias diferentes 

e em equipamentos diferentes. Os valores obtidos estão mostrados na tabela 

7.  
 

Tabela 7: Precisão do método cromatográfico*.  

Concentração da Cy-3g 
CV da área do pico (%) CV da área do pico (%) 

Repetitividade Precisão intermediária 

25 μg.g-1 2,7 1,5 

50 μg.g-1 1,3 1,7 

100 μg.g-1 1,7 3,4 
*Coluna cromatográfica Phenomenex® C18-Hydro (250 x 4,6mm x d.i.; 4 μm), temperatura 

ambiente, fluxo de 0,75 mL min-1 e volume de injeção de 20μL. (condições cromatográficas 

veja tabela 4, pag. 70). 

CMD

DP
CV c 100



CV: coeficiente de variação 

DPc: desvio padrão 

CMD: concentração média determinada 
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A RE n˚ 899 de 2003 determina que o valor máximo aceitável para o 

coeficiente de variação é de 5%. Como pode ser observado na Tabela 7, todos 

os valores ficaram abaixo do valor recomendado (ANVISA). 

 

5.2.4 Exatidão 

 

De acordo com RE n˚ 899 de 2003, os processos mais utilizados para 

avaliar a exatidão de um método são: materiais de referência certificados; 

comparação de métodos; ensaios de recuperação e adição padrão (RIBANI, et 

al., 2004).  

O uso de materiais de referências certificados seria a primeira escolha 

para avaliar a extatidão de um método, porém muitas vezes não há estes 

materiais para a amostra analisada e quando há eles são muito caros. Por esta 

razão, neste trabalho, a exatidão do método foi avaliada por ensaios de 

recuperação para o padrão Cy-3g, que apresenta resposta analítica muito 

similar ao das antocianinas identificadas por espectrometria de massas.  

As análises de exatidão foram realizadas em três diferentes níveis de 

concentração: 5 μg.g-1; 25 μg.g-1e 100 μg.g-1 e em triplicata para cada nível. 

Essas análises foram realizadas usando o extrato metanólico dos frutos verdes 

da espécie Eugenia brasiliensis, pois as outras espécies possuem um perfil 

cromatográfico similar ao da espécie escolhida.  

O cálculo da exatidão foi realizado seguindo a equação 6.  

 
Equação 6: Cálculo da exatidão do método. 

 

 

 

 

 

 
Fonte: ANVISA 

 

100*)(%
Cp

CnfCf
R




%R: recuperação 

Cf: concentração da amostra fortificada 

Cnf: concentração da amostra não fortificada (branco) 

Cp: Concentração do padrão adicionado 
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Os valores médios obtidos (média±DP; n=3) para o teste de exatidão 

nos três níveis e os respectivos desvios padrão estão apresentados na Tabela 

8. 
 

Tabela 8: Exatidão do método cromatográfico*.  

 % Recuperação 

 5 μg.g-1 25 μg.g-1 100 μg.g-1 

 101 122 130 

 71 109 133 

 108 124 94 

Média±DP 94±15 118±6 119±14 

CV** 16,1 5,3 14 
*Coluna cromatográfica Phenomenex® C18-Hydro (250 x 4,6mm x d.i.; 4 μm), temperatura 

ambiente, fluxo de 0,75 mL min-1 e volume de injeção de 20μL. (condições cromatográficas 

veja tabela 4, pag. 70). 

**CV – Coeficiente de variação 

 

Estes resultados também estão de acordo com os limites aceitos (CV 

menor que 20%) para o intervalo de concentração estudado (RIBANI et al., 

2004). 

 

5.2.5 Robustez  

 

A fim de avaliar a robustez do método analítico pequenas variações dos 

parâmetros analíticos como tipo coluna e marca do solvente foram realizadas.  

 

a) Coluna  

Foram feitas análises com coluna cromatográfica Phenomenex® C18-

Hydro (250 x 4,6mm; d.i.; 4 μm) e com coluna cromatográfica Phenomenex® 

C18 Gemini (250 x 4,6mm; d.i.; 5 μm). Os resultados quantitativos estão 

mostrados na Tabela 9.  
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b) Marca do solvente 

 A fase orgânica deste método cromatográfico consiste de 48,5% de 

acetonitrila. Por esta razão, foram testadas duas marcas de acetonitrila: 

JTBaker® e Tedia. Os resultados quantitativos estão mostrados a seguir 

(Tabela 10).   
 

Tabela 9: Robustez com colunas diferentes. 

 Fator de resposta de 

Cy-3g no padrão 

Concentração de Cy-3 

na amostra (mg.g-1)  

Coluna C18-Hydro 

12213 3,3 

12673 3,3 

12701 3,3 

Coluna C18 Gemini 

10421 3,3 

10594 3,3 

10997 3,3 

Média 11600 3,3 

CV 8% 0 
 

Tabela 10: Valores da robustez com marcas de solventes diferentes. Coluna cromatográfica 

Phenomenex® C18-Hydro (250 x 4,6mm x d.i.; 4 μm). 

 Fator de resposta de 

Cy-3g no padrão 

Concentração de Cy-3 

na amostra (mg.g-1)  

Solvente A 

12213 3,3 

12673 3,3 

12701 3,3 

Solvente B 

12351 3,7 

13007 3,7 

12903 3,7 

Média 12716 3,5 

CV 2% 5% 

 
 

Com base no teste de robustez realizado com colunas diferentes, pode-

se perceber que não houve nenhuma diferença quantitativa em relação à 
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determinação da concentração do analito Cy-3g na amostra, enquanto em 

relação à concentração do padrão Cy-3g, houve uma variação de 8%. O teste 

realizado com solvente de marcas diferentes apresentou uma variação pouco 

significativa.  

As variações apresentadas nos parâmetros avaliados podem ter ocorrido 

devido à ausência de padrão interno, ao uso de balança e vidraria não 

calibradas e à falta de condicionamento da coluna cromatográfica. Neste 

método, não foi usado um padrão interno devido à dificuldade em se obter um 

padrão que fosse solúvel no solvente utilizado e que absorvesse na região do 

visível como as antocianinas.  

A fim de garantir a confiabilidade dos dados obtidos para os parâmetros 

avaliados foi injetado o branco dos padrões e das amostras.  

A partir de todos os ensaios de validação realizados, pode-se garantir 

que o método analítico para a determinação de antocianinas nos extratos 

vegetais encontra-se validado e, portanto, pode ser seguramente aplicado em 

laboratórios de controle. No entanto, é importante salientar que a validação 

deste método foi realizada apenas em um laboratório e que para uma validação 

completa são necessários estudos interlaboratoriais.  

 

5.2.6 Quantificação das antocianinas 

 

Após a determinação dos parâmetros de validação, o procedimento foi 

aplicado aos extratos metanólicos de duas espécies de Eugenia contendo 

antocianinas.  

Os perfis cromatográficos (Figura 18, pag. 79) das espécies analisadas 

mostraram que elas possuem pelo menos 20 antocianinas. Porém, somente as 

antocianinas majoritárias, delfinidina-3-O-glicosídeo e cianidina 3-O-glicosídeo 

foram quantificadas (Figura 43). Os resultados obtidos (média±DP; n=3) estão 

apresentados na Tabela 11. Os resultados estão expressos em miligramas de 

antocianinas por grama de fruto fresco e demonstram a precisão da 

metodologia descrita. 

De acordo com os resultados apresentados, a espécie Eugenia 

brasiliensis é a espécie que possui maior concentração de antocianinas e o 
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método validado para esta espécie pode ser usado para quantificar 

antocianinas presentes em outras espécies do mesmo gênero. 

 
Figura 43 – Antocianinas majoritárias nas amostras de E. brasiliensis e E. involucrata. Coluna 

cromatográfica Phenomenex® C18-Hydro (250 x 4,6mm x d.i.; 4 μm), temperatura ambiente, 

fluxo de 0,75 mL min-1 e volume de injeção de 20μL. (condições cromatográficas veja tabela 4, 

pag. 70). 

 
 

Tabela 11: Quantificação das antocianinas majoritárias presentes nas amostras de E. 

brasiliensis e E. involucrata. 

 Média do teor de antocianinas (mg.g-1) ± DP; n=3 

Espécies  delfinidina-3-O-glicosídeo cianidina-3-O-glicosídeo 

Eugenia brasiliensis 1,15 ± 0,15 3,01± 0,32 

Eugenia involucrata 0,58 ± 0,08 2,02± 0,18 

 

A validação de um método cromatográfico para quantificar antocianinas 

presentes em extratos vegetais é de suma importância, pois como as 

antocianinas possuem atividade quimiopreventiva a informação sobre o teor 

dessas substâncias em frutos agrega valor ao estudo de bioprospecção das 

espécies estudadas. A cianidina-3-O-glicosídeo, que é a antocianina majoritária 

presente em E. brasiliensis e E. involucrata, possui atividade de indução das 

enzimas glutationa redutase, glutationa peroxidase, glutationa S-transferase 

que são enzimas, indução da enzima de fase II - quinona redutase, inibição da 

lipoperoxidação e inibição das ciclo-oxigenases. A delfinidina-3-O-glicosídeo, a 

Delfinidina-3-O-glicosídeo 

cianidina-3-O-glicosídeo 



 

108 

 

segunda antocianina majoritária em E. brasiliensis e E. involucrata, inibe o 

crescimento de diversas linhagens cancerígenas, inibe a lipoperoxidação e 

inibe as ciclo-oxigenases (SHIH, YEH, YEN, 2007; MULABAGAL et al., 2007; 

VAREED et al., 2006).   

No entanto, não foram feitos estudos comparativos com frutos coletados 

em locais diferentes e este fator pode ser importante para a quantificação de 

antocianinas. Assim, dependendo dos objetivos da quantificação, análises 

adicionais podem ser necessárias para a obtenção de dados complementares. 

 

5.3 Estudo químico das folhas de Eugenia brasiliensis 

 

O estudo químico das folhas de Eugenia brasiliensis resultou no 

isolamento de cinco substâncias, sendo um dissacarídeo, duas flavanonas, 

uma di-hidrochalcona e uma lignana. A proposta estrutural de cada substância 

foi efetuada com base nas análises dos dados espectrométricos de RMN de 1H 

e de 13C unidimensionais.  

 

5.3.1 Dados espectrométricos das substâncias isoladas 

 

-Substância 1: RMN de 1H (500 MHz, CD3OD): δ 5,38 (1H; d; J= 4,0 Hz; 

H-1’), 4,08 (1H; d; J= 8,0 Hz; H-1), 4,01 (t; J= 8,0 Hz), 3,81-3,68 (m), 3,62 (dd; 

J= 12 e 22), 3,42 (dd; J= 4 e 9,75 Hz). RMN de 13C (300 MHz, CD3OD): δ 105,3 

(C-1’), 93,6 (C-1), 83,8; 79,4; 75,7; 74,6; 74,4; 73,2; 71,4; 64,0; 63,4 e 62,2.  

 

-Substância 2: RMN de 1H (300 MHz, CD3OD): δ 11,98 (1H; s; OH), 7,43 

(5H; m; H-1’- H-6’), 5,94 (1H; s; H-8), 5,46  (1H; dd; J= 3,0 e 12 Hz, H-2), 3,05 

(1H; dd; J= 12 e 17 Hz; H-3a), 2,80 (1H; dd; J= 3 e 17 Hz; H-3b), 1,96 (3H, s; 

CH3-6). RMN de 13C (300 MHz, CD3OD): δ 197,7 (C-4), 163,0 (C-7), 161,4 (C-

5), 140,7 (C-1’), 129,7 (C-2’ e C-6’), 129,5 (C-4’), 127,2 (C3’e C-5’), 104, 7 (C-

6), 103, 5 (C-10), 96,4 (C-8), 80,1 (C-2), 44,1 (C-3), 7,7 (CH3-6). 
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-Substância 3: RMN de 1H (500 MHz, CD3OD): δ 7,42 (5H; m; H-1’- H-

6’), 5,43 (1H; dd; J= 3,0 e 13 Hz; H-2), 3,05 (1H; dd; J= 13 e 17 Hz; H-3a), 2,80 

(1H; dd; J= 3 e 17 Hz; H-3b), 2,01 (3H; s; CH3-8), 1,999 (3H; s; H-6). RMN de 
13C (500 MHz, CDCl3): δ 160,7 (C-5 e/ou C-7), 138,9 (C-1’), 128,8 (C-2’e C-6’), 

128,6 (C-4’), 125,9 (C-3’e C-5’), 102,9 (C-6), 102,0 (C-8), 78,7 (C-2), 43,5 (C-3), 

7,6 (CH3-6), 6,8 (CH3-8). 

 

-Substância 4: RMN de 1H (300 MHz, CD3OD): δ 14,16 (1H; s; OH-2’), 

7,20 (5H; m; H-1- H-6), 5,98 (1H; s;  H-5’), 3,81 (3H; s; OCH3-4’), 3,26 (2H; t; J= 

8,0 Hz; H-α), 2,93 (2H; t; J= 8,0 Hz; H-β), 1,94 (3H; s; CH3-3’). RMN de 13C 

(300 MHz, CD3OD): δ 205,7 (C=O), 165,9 (C-4’), 163,9 (C-6’), 162,5 (C-2’), 

143,1 (C-1), 129,4 (C-2 e C-6; C-3 e C-5), 126,9 (C-4), 105,7 (C-1’), 104,9 (C-

3’), 91,1 (C-5’), 55,9 (OCH3-4’), 47,0 (C- α), 32,3 (C- β), 7,3 (CH3-3’). 

 

-Substância 5: RMN de 1H (500 MHz, CD3OD): δ 6,75 (1H; s; H-2’), 6,74 

(1H; s; H-2), 6,60 (1H; s; H-5), 6,57 (1H; s; H-5’), 3,86 (3H; 1s; OCH3-3’), 3,86 

(3H; 1s; OCH3-3), 2,63 (1H; dd; J= 7,5 e 14 Hz; H-7’a), 2,42 (1H; d; J= 14 Hz;  

H-7’b), 2,24 (1H; dd; J= 10 e 13,5 Hz; H-7b), 2,04 (1H; d; J= 13,5 Hz; H-7a), 

1,91 (1H; m; H-8’), 1,82 (1H; m; H-8), 1,02 (3H; d; J= 7,5 Hz; H-9), 0,80 (3H; d;  

J= 7,5 Hz; H-9’). RMN de 13C (500 MHz, CD3OD): δ 148,5 (C-3’), 147,4 (C-3), 

145,3 (C-4), 145,0 (C-4’), 135,5 (C-6 e C-6’), 134,4 (C-1’), 130,2 (C-1), 117,3 

(C-5), 117,0 (C-5), 116,5 (C-2’), 113,3 (C-2), 56,6 (OCH3-3’), 56,5 (OCH3-3), 

41,8 (C-8), 39,7 (C-7’), 36,0 (C-7), 34,9 (C-8’), 22,0 (C-9), 12,7 (C-9’). 

 

5.3.2 Substância 1: dissacarídeo 

 

A substância 1 foi obtida após o fracionamento por CCDP 

[CHCl3:MeOH:H2O (10:5:0,5)] da fração Fr1 (pag. 68). O espectro de RMN de 
13C 12 sinais indicando que a substância em estudo é um diglicosídeo. 

O espectro de RMN de 1H (Figura 51, pag. 120) possui sinais de dois 

hidrogênios anoméricos δH 5,38 (d, J= 4 Hz, H-1’) e δH 4,08 (d, J= 8 Hz, H-1). A 

constante de acoplamento de 4 Hz observada para o primeiro sinal sugere 

configuração α para esta unidade e a constante de acoplamento de 8 Hz 



 

110 

 

sugere configuração β para segunda unidade. Segundo dados encontrados na 

literatura, os hidrogênios anoméricos de monossacarídeos, principalmente 

glicose e galactose, com configuração α apresentam dubletos com 

deslocamentos químicos em torno de δH 4,8 - 5,3 e constante de acoplamento 

numa faixa de 1-4 Hz, enquanto que hidrogênios anoméricos com configuração 

β, desses mesmos monossacarídeos, apresentam dubletos com 

deslocamentos químicos em torno de δH 4,4 - 4,8 e constante de acoplamento 

numa faixa de 6-8 Hz (AGRAWAL,1992). 

O espectro de RMN de 13C (Figura 52, pag. 121) apresenta dez sinais de 

carbonos metínicos e metilênicos (δ 83,8 a 62,2) e dois sinais característicos 

de carbonos anoméricos δC 105,3 (C-1’) e δC 93,6 (C-1). Análises de RMN de 
13C para monossacarídeos e dissacarídeos indicam que os carbonos metínicos 

e metilênicos possuem sinais em uma faixa de δ 51-86 e que carbonos 

anoméricos livres, ou seja, que não estão ligados a nenhuma aglicona, 

provenientes de O-glicosídeo apresentam sinais numa faixa de δ 90-98, 

enquanto que carbonos anoméricos O-ligados a uma segunda unidade 

glicosídica apresentam sinais entre δC 98-112. Com base nestas informações, 

o sinal em δC 105,3 pode ser atribuído à segunda unidade glicosídica enquanto 

que o sinal em  δC 93,6 pode ser atribuído à primeira unidade (AGRAWAL, 

1992).   

Com base nestes dados, pode-se concluir que a substância em questão 

é constituída por duas unidades de glicose, ou por duas unidades de galactose, 

ou ainda, uma unidade de glicose e uma de galactose. O dissacarídeo formado 

por uma unidade de glicose e uma de galactose é conhecido como lactose e é 

encontrado principalmente no leite. Portanto, sugere-se que seja mais provável 

que esta substância seja constituída por duas unidades de galactose, ou por 

duas unidades de glicose (Figura 44). 

As informações obtidas a partir dos espectros de RMN de 1H e de 13C 

não foram suficientes para estabelecer todos os sinais aos respectivos átomos 

de hidrogênio e carbono.  

É importante salientar que não há relatos na literatura de carboidratos 

isolados de Eugenia brasiliensis. Essa informação agrega importância ao 

estudo químico e biológico da espécie em estudo, pois os carboidratos são 

essenciais para diversos processos biológicos, incluindo o metabolismo 
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energético.  Alguns carboidratos como D-glicose, D-frutose, D-galactose e 

lactose são usados como combustível pelo organismo enquanto que 

carboidratos como o glicogênio são considerados reservas energéticas 

(PEREIRA, 2011).   
 

Figura 44 - Propostas estruturais da substância 1: (A) - galactopiranosil-(1→6)-

galactopiranosídeo e (B) - glicopiranosil-(1→6)-glucopiranosídeo 

 

 
 

5.3.3 Substâncias 2 e 3: (S)-7,5-di-hidroxi-6-metilflavanona e (S)-7,5-di-
hidroxi-6,8-di-metilflavanona 

 
- Substância 2: (S)-7,5-di-hidroxi-6-metilflavanona 

 

A substância 2 foi obtida após o fracionamento por CCDP 

[hexano:acetona (6:1)] do subgrupo A4-I (pag. 72).  

O espectro de 1H (Figura 53, pag. 122) apresenta sinais característicos 

de uma flavanona: um hidrogênio metínico em δH 5,46 (dd; J= 3 e 12 Hz, H-2) e 

dois hidrogênios metilênicos em δH 3,05 (dd, J= 12 e 17 Hz, H-3a) e em δH 2,80 

(dd, J= 3 e 17 Hz, H-3b). As constantes de acoplamento indicam que estes três 

hidrogênios acoplam entre si. Foi observado um sinal de uma hidroxila em δH 

11,98 (s) referente à OH-5 quelada com a carbonila na posição 4, de outro 

hidrogênio metínico em δH 5,94 (s, H-8) e de uma metila δH 1,96 (s, CH3-6). Os 

sinais descritos são provenientes dos anéis A e C do núcleo flavonoídico. Os 
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sinais referentes ao anel B foram observados em δH 7,43 (m, H-1’-H-6’), 

integrando para 5 hidrogênios, indicando que este anel é monossubstituído. 

O espectro de RMN de 13C (Figura 54, pag. 123) mostra os sinais de um 

carbono metínico sp3 em δC 80,1 (C-2) e um carbono metilênico sp3 em δC 

44,1(C-3). Estes sinais são característicos de uma flavanona.  Foi também 

observado o sinal de uma carbonila em δC 197,7 (C-4), os sinais de dois 

carbonos quaternários sp2 oxigenados em δC 163,0 (C-7) e em δC 161,4 (C-5), 

os sinais de dois carbonos quaternários sp2 em δC 104,7 (C-6) e em δC 103,5 

(C-10), o sinal de um carbono metínico sp2 em δC 96,4 (C-8), o sinal de um 

grupo metílico em δC 7,7 (CH3-6) e sinais de seis carbonos metínicos sp2 de um 

sistema aromático monossubstituído em δC 140,7 (C-1’); 129,7 (C-2’ e C-6’); 

129,5 (C-4’) e 127,2 (C-3’ e C-5’). O sinal para o carbono quaternário sp2 na 

posição C-9 não foi observado.  

O espectro de dicroísmo circular evidencia configuração (S) para 

flavanonas quando mostra efeito Cotton positivo em 320 nm referente a 

transição n→π* e efeito efeito Cotton negativo em 290 nm referente à  

transição π→π*. Já a configuração (R) é associada a um efeito Cotton negativo 

em 320 nm referente a transição n→π* e um efeito efeito Cotton positivo em 

290 nm referente à  transição π→π* (ALLARD et al., 2011). O espectro de DC 

obtido para a substância 2 (Figura 45) apresenta um efeito negativo na região 

de 290 nm  e um efeito positivo em 320 nm, portanto a configuração absoluta 

dessa substância é (S).  

As informações obtidas foram comparadas com os dados da literatura, e 

isso possibilitou propor a estrutura (S)-7,5-di-hidroxi-6-metilflavanona para a 

substância 2 (Figura 46).  

 
Figura 45 - Espectro de Dicroísmo Circular para a substância 2 

.  
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Figura 46 - Proposta estrutural da substância 2 

 

 

 

   

O levantamento bibliográfico realizado na base de dados SciFinder  
mostrou que a substância 2 foi encontrada em 2 espécies: Myrica gale 

(Myricaceae) (FANG, PAETZ & SCHNEIDER, 2011) e Campomanesia 

adamantium (Myrtaceae), espécie pertencente à mesma família da espécie em 

estudo. Os extratos contento a substância 2 possuem atividade antioxidante e  

anti-Mycobacterium, bactéria causadora de tuberculose (PAVAN et al., 2009). 
Da espécie em estudo, esta é a primeira vez em que a substância 2 foi isolada.  

 
-Substância 3: 7,5-di-hidroxi-6,8-di-metilflavanona 

 

A substância 3 foi obtida após o fracionamento por CCDP 

[hexano:acetona (6:1)] do subgrupo A4-I (pag. 72).  

O espectro de 1H (Figura 55, pag. 124) da substância 3 também possui 

sinais característicos de uma flavanona, pois apresenta um hidrogênio metínico 

em δH 5,43 (dd; J= 3 e 13 Hz, H-2) e dois hidrogênios metilênicos em δH 3,05 

(dd, J= 13 e 17 Hz, H-3a) e em δH 2,80 (dd, J= 3 e 17 Hz, H-3b). Foram 

observados dois sinais de metila em δH 2,01 (s, CH3-8) e em δH 2,00 (s, CH3-6), 

indicando que o anel A é totalmente substituído. Os sinais descritos são 

provenientes dos anéis A e C do núcleo flavonoídico. Os sinais referentes ao 

anel B foram observados em δH 7,42 (m, H-1’-H-6’), integrando para 5 
hidrogênios, indicando que, assim como para a substância 2, este anel é 

monossubstituído. Foi observado um sinal pouco intenso em δH 12,26 referente 

à hidroxila na posição 5 quelada com a carbonila na posição 4. 
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O espectro de 13C (Figura 56, pag. 125) mostrou os sinais de um 

carbono metínico sp3 em δC 78,7 (C-2) e um carbono metilênico sp3 em δC 43,5 

(C-3) sugerindo que esta estrutura é uma flavanona. 

Foi observado um sinal de carbono sp2 oxigenado em δC 160,7 (C-5 ou 

C-7), sinais de dois carbonos quaternários sp2 em δC 102,9 (C-6) e em δC 102,0 

(C-8), os sinais de dois grupos metílicos em δC 7,6 (CH3-6) e em δC 6,8 (CH3-8) 

e os sinais de seis carbonos metínicos sp2 de um sistema aromático 

monossubstituído em δC 138,9 (C-1’); 128,8 (C-2’ e C-6’); 128,6 (C-4’) e 125,9 

(C-3’ e C-5’). Não foram observados os sinais para os carbonos quaternários 

sp2 nas posições C-9 e C-10 e para a carbonila na posição 4.  

Com base nos dados obtidos e nos dados da literatura, a estrutura da 

substância 3 foi determinada como (S)-7,5-di-hidroxi-6,8-di-metilflavanona 

(Figura 47).   

Figura 47 - Proposta estrutural da substância 3 
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O levantamento bibliográfico realizado na base de dados SciFinder  

mostrou que a substância 3 foi encontrada nas mesmas espécies que a 

substância 2: Myrica gale (Myricaceae) (FANG, PAETZ & SCHNEIDER, 2011) 

e Campomanesia adamantium (Myrtaceae). Os extratos contendo a substância 

3 também apresentam atividade antioxidante e anti-Mycobacterium (PAVAN et 

al., 2009). Esta é a primeira vez em que a substância 3 foi isolada na espécie 

em estudo. 
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5.3.4 Substância 4: 2’,6’-di-hidroxi-3’-metil-4’-metoxi-di-hidrochalcona 

 

A substância 4 foi obtida após o fracionamento por CCDP 

[hexano:acetona (4:1)] do subgrupo A4-III (pag. 72).  

O espectro de RMN de 1H (Figura 57, pag. 126) possui sinais 

característicos de uma di-hidrochalcona, pois apresenta hidrogênios 

metilênicos em δH 3,26 (t; J= 8,0 Hz, H-α) e em δH 2,93 (t, J= 8,0 Hz, H-β). Foi 

observado também o sinal de um hidrogênio metínico em δH 5,98 (s, H-5’), o 

sinal de uma metila em δH 1,94 (s, CH3-3’), de uma metoxila em δH 3,81 (s, 

CH3-4’), de uma hidroxila quelada com a carbonila em δH 14,16 (s, OH-2’) e os 

sinais de um anel aromático monossubstituído em δH 7,20 (m, H-1-H-6). 

O espectro de RMN de 13C (Figura 58, pag. 127) mostrou os sinais de 

dois carbonos metilênicos sp3 em δC 47,0 (C-α) e em δC 32,3 (C-β) 

característicos de uma di-hidrochalcona. Foi observado o sinal de um carbono 

metínico sp2 em δC 91,1 (C-5’), os sinais de dois carbonos sp2 ligados a uma 

hidroxila em δC 163,9 (C-6’) e em δC 162,4 (C-2’), o sinal de um carbono sp2 

ligado a uma metoxila em δC 165,9 (C-4’), os sinais de dois carbonos 

quaternários sp2 em δC 104,9 (C-3’) e em δC 105,7 (C-1’), e ainda o sinal de 

uma metila em δC 7,3 (CH3-3’), o sinal de uma metoxila em δC 55,9 (OCH3-4’) e 

seis sinais de carbonos metínicos sp2 de um sistema aromático 

monossubstituído em δC 143,1 (C-1); 129,4 (C-2 e C-6; C-3 e C-5) e 126,9 (C-

4).  

Os dados obtidos, quando comparados com a literatura, permitiram 
determinar a estrutura da substância 4 como a 2’,6’-di-hidroxi-3’-metil-4’-

metoxi-di-hidrochalcona ou Mirigalona G (Figura 48).  

Figura 48 - Proposta estrutural da substância 4 
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O levantamento bibliográfico na base de dados SciFinder sobre a 

substância 4 mostrou que esta foi isolada em algumas espécies pertencentes à 

família Myrtaceae como a Syzygium jambos (JAYASINGHE et al., 2006), a 

Syzygium aqueum (MANAHARAN et al., 2002) e a Eucalyptus maculata 

(TAKAHASHI, KOKUBO & SAKAINO, 2004) e em espécies como a Myrica gale 

(Myricaceae) (FANG, PAETZ & SCHNEIDER, 2011) e a Myrica serrata 

(Myricaceae) (GAFNER et al., 1996). A substância 4 possui diversas atividades 

biológicas como por exemplo, atividade antioxidante, atividade anti-

hiperglicêmica, atividade antifúngica e antibacteriana. Não foi encontrado 

nenhum relato da substância 4 em E. brasiliensis. 

 

5.3.5 Substância 5: (R)-7,8,7’,8’-tetra-hidro-8,8’-dimetil-3,3’-dimetoxi-4,4’-

di-hidroxi-dibenzociclo-octadieno  

 

A substância 5 foi obtida após o fracionamento por CCDP [CHCl3:MeOH 

(8:1)] do grupo A6 (pag. 72).  

No espectro de RMN de 1H (Figura 59 e 60, pag. 128 e 129, 

respectivamente) observam-se quatro sinais que correspondem a quatro 

hidrogênios nas posições para de dois anéis aromáticos tetrassubstituídos em 

δH 6,75 (s; H-2’), δH 6,74 (s; H-2), δH 6,60 (s; H-5) e em δH 6,57 (s; H-5’), além 

de dois sinais referentes a duas metoxilas em δH 3,86 e 3,86 (2s, OCH3-3 e 

OCH3-3’) e sinais compatíveis com uma unidade ciclo-octadieno em δH 2,63 

(dd; J= 7,5 e 14 Hz; H-7’a), δH 2,42 (d; J= 14 Hz; H-7’b), δH 2,24 (dd; J= 10 e 

13,5 Hz; H-7b), δH 2,04 (d; J= 13,5 Hz; H-7a), δH 1,91 (m; H-8’), δH 1,82 (m; H-

8), δH 1,02 (d; J= 7,5 Hz; H-9), δH 0,80 (d; J= 7,0 Hz; H-9’). O experimento 

HOMODEC foi realizado para analisar as alterações (simplificações) no 

espectro de RMN de 1H do ciclo-octadieno. Ao irradiar no multipleto em δH 

1,91, este mostrou interação com os sinais em δH 2,63; 2,42 e 0,80. A 

irradiação no multipleto em δH 1,822 mostrou interação com os sinais em δH 

2,24; 2,04 e 1,82. O experimento de NOESY-1D mostrou que ao irradiar em δH 

1,02, este interage apenas com o sinal em δH 0, 80 (Figura 61, pag. 130) 

enquanto que a irradiação em δH 0, 80 afeta os sinais em δH 1,02 e em δH 6,75 

(Figura 62, pag. 131).  



 

117 

 

O espectro de RMN de 13C (Figura 63, pag 132) apresenta sinais de dois 

anéis aromáticos em δC 148,5 (C-3’), δC 147,4 (C-3), δC 145,3 (C-4), δC 145,0 

(C-4’), δC 135,5 (C-6 e C-6’), δC 134,4 (C-1’), δC 130,2 (C-1), δC 117,3 (C-5), δC 

117,0 (C-5’), δC 116,5 (C-2’), δC 113,3 (C-2), dois sinais de carbonos 

metilênicos benzílicos em δC 39,7 (C-7’) e em δC 36,0 (C-7), e dois sinais de 

carbonos metínicos em δC 41,8 (C-8) e em δC 34,9 (C-8’), além de sinais de 

dois grupos metílicos em δC 22,0 (C-9) e em δC 12,7 (C-9’) e de duas metoxilas 

em δC 56,6 (OCH3-3’) e em δC 56,5 (OCH3-3). O número de grupos metínicos, 

metilênicos e metílicos e de carbonos quaternários foi determinado pelo 

experimento DEPT 45º, 90º e 135º. Dados encontrados na literatura indicam 

que, em lignanas dibenzociclo-octânicas, metoxilas nas posições 3 e 3’ 

apresentam sinais de RMN de 13C em δC 55-56, enquanto que  nas posições 4, 

4’, 5 e 5’, estes sinais aparecem em δC 60-61. Portanto, a presença de dois 

sinais em  56,5 e 56,6 indica que as metoxilas estão ligadas aos carbonos C-3 

e C-3’ (YANG et al., 2010). Os sinais observados para as metilas em δC 12,7 e  

δC 22,0 indicam que elas estão nas posições axial e equatorial, 

respectivamente (AGRAWAL & THAKUR, 1985). É importante salientar que as 

atribuições dos carbonos foram feitas com base no espectro de RMN 

bidimensional HSQC (Figura 64, pag, 133). 

De acordo com a literatura, quando o espectro de dicroísmo circular 

(DC) apresenta um efeito Cotton positivo em 225 nm e negativo em 250 nm a 

molécula possui configuração S-bifenil e quando o espectro de DC mostra um 

efeito Cotton negativo em 225 nm e positivo em 250 nm a configuração é R-

bifenil.  Para a substância 5, o espectro de DC (Figura 49) exibiu um efeito 

Cotton negativo próximo a 225 nm e um efeito Cotton positivo próximo a 250 

nm indicando a configuração R-bifenila (SONG, FRONCZEK & FISCHER, 

2000) 

Os dados obtidos a partir dos espectros de RMN de 1H, 13C, NOESY-1D, 

HSQC e DC  evidenciam que a substância 5 é uma lignana dibenzociclo-

octânica em que o ciclo-octadieno é formado pela ligação C-6 → C-6’ dos dois 

anéis aromáticos e pela ligação C-8 → C-8’ das suas cadeias propanoídicas. 

Essa substância recebeu o nome de (R)-7,8,7’,8’-tetrahidro-8,8’-dimetil-3,3’-

dimetoxi-4,4’-di-hidroxi-dibenzociclo-octadieno (Figura 50) (AGRAWAL & 

THAKUR, 1985). 
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Figura 49 - Espectro de dicroísmo circular (DC) para a substância 5. 

 
 
 

Figura 50 - Proposta estrutural da substância 5 
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O levantamento bibliográfico na base de dados SciFinder evidenciou que 

a substância 5 é inédita. Este levantamento mostrou também que outras 

lignanas com o mesmo esqueleto químico possuem atividade anti-HIV-1 

(YANG et al., 2010). 
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5.4 Material Complementar: Espectros de RMN para as substâncias 

isoladas 

  
Os espectros de RMN de 1H e 13C para as substâncias 1, 2, 3, e 4 estão 

mostradas nas figuras 51 a 58. Os espectros de 1H, NOESY-1D, 13C e HSQC 

para a substância 5 estão mostrados nas figuras 59 a 64.  
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Figura 51 - Expansão do espectro de RMN de 1H da substância 1 (região entre 0 e 6,0 ppm)  (500 MHz, CD3OD). 
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Figura 52 - Expansão do espectro de RMN de 13C da substância 1 (75 MHz, CD3OD). 
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Figura 53 - Espectro de RMN de 1H da substância 2 (300 MHz, CD3OD).  
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Figura 54 -Expansão do espectro de RMN de 13C da substância 2 (75 MHz, CD3OD). 
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Figura 55 - Espectro de RMN de 1H da substância 3 (500 MHz, CD3OD). 

 



 

125 

 

Figura 56 - Expansão do espectro de RMN de 13C da substância 3 (125 MHz, CDCl3). 
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Figura 57 - Espectro de RMN de 1H da substância 4 (300 MHz, CD3OD).  
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Figura 58 - Espectro de RMN de 13C da substância 4 (75 MHz, CD3OD). 
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Figura 59 - Expansão do espectro de RMN de 1H da substância 5 (500 MHz, CD3OD). 
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Figura 60 - Expansão do espectro de RMN de 1H da substância 5 (500 MHz, CD3OD). 
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Figura 61 - Espectro de NOESY – 1D para a substância 5: irradiação em  δH 1,020 (300 MHz, CD3OD). 
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Figura 62 - Espectro de NOESY – 1D para a substância 5: irradiação em  δH 0, 795 (300 MHz, CD3OD). 
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Figura 63 - Espectro de RMN de 13C da substância 5 (125 MHz, CD3OD). 
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Figura 64 - Espectro de RMN bidimensional (HSQC) da substância 5 (600 MHz para 1H e 150 MHz para 13C, CD3OD). 
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5.5 Identificação dos constituintes químicos presentes nas infusões de 
E. brasiliensis (IEb-Fo) e E. involucrata (IEi-Fo). 

 

No item 4.8.1.2 (pag. 68) várias tentativas foram realizadas a fim de se 

obter substâncias isoladas do EA-Fo1. No entanto, foi possível isolar apenas 

uma substância proveniente deste extrato e esta substância foi determinada 

como um dissacarídeo (pag. 108).  

Novamente, a análise preliminar por cromatografia em camada delgada 

comparativa (CCDC) usando CHCl3:MeOH (2:8) mostrou que as substâncias 

presentes nas infusões de ambas as espécies possuíam baixa resolução 

cromatográfica (Figura 65).  

 
Figura 65 - Cromatografia em camada delgada comparativa das infusões de E. brasiliensis (1) 

e E. involucrata (2). 

 
 

Diante dessas observações, a identificação dos constituintes químicos 

presentes nas infusões foi realizada por Espectrometria de Massas usando o 

modo de inserção direta da amostra, pois para a realização desta análise são 

necessários apenas os procedimentos de filtração e diluição da amostra, sem 

etapas prévias de preparo de amostra. É importante salientar que a 

espectrometria de massas por inserção direta da amostra tem sido amplamente 

aplicada para análise de alimentos, bebidas e medicamentos a fim de 

estabelecer um fingerprint da amostra possibilitando assim a detecção de 

1 2 



 

135 

 

adulteração desses produtos (SALDANHA, VILEGAS & DOKKEDAL, 2013; 

GOODACRE et al., 2002). 

Os espectros full scan obtidos na faixa de 150 a 1500 Da para as 

infusões IEb-Fo (Figura 66) e IEi-Fo (Figura 67) mostram que ambas não 

possuem grande diversidade de metabólitos secundários. No entanto, é 

possível observar algumas diferenças entre as espécies analisadas. 

A análise das figuras 66 e 67 mostra que há algumas diferenças entre os 

perfis das duas espécies, pois a espécie E. involucrata não apresenta os íons 

de m/z 169, 305 e 593 e apresenta o íon de m/z 561. A fragmentação para 

cada íon precursor selecionado levou à identificação de diversos metabólitos 

presentes nas infusões. As substâncias identificadas nas infusões de E. 

brasiliensis e E. involucrata estão apresentadas na tabela 12. 

 
Figura 66 - Espectros de massas de primeira ordem, em full-scan, da infusão da espécie E. 

brasiliensis no modo negativo. Faixa de íons 150 a 1500 Da (condições de análise pag. 62). 
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Figura 67 - Espectros de massas de primeira ordem, em full-scan, da infusão da espécie E. 

involucrata no modo negativo. Faixa de íons 150 a 1500 Da (condições de análise pag. 60). 

 
 

Tabela 12 - Substâncias identificadas nas infusões de E. brasiliensis e E.involucrata. 

Substâncias [M-H]- (m/z) EM/EM (m/z) 
C1 - Ácido gálico 169 125 
C2 - Ácido cafeico 179 135,71 

C3 - Ácido quínico 191 127, 85 
C4 - [epi]catequina 289 271, 151, 137 
C5 - [epi]galocatequina 305 167, 137, 125 
C6 - Ácido cafeoil-O-glicosídeo 341 179 

C7 - Quercetina-3-O-ramnosídeo  447 301 
C8 - [epi]afzelequina-[epi]catequina 561 289 
C9 - [epi]galocatequina-[epi]catequina 593 425, 407, 289 

C10 - [epi]galocatequina-[epi]galocatequina 609 441, 423, 305 

 

Os íons precursores de m/z 169, 179 e 191 são referentes ao ácido 

gálico desprotonado, acido cafeico desprotonado e ao acído quínico 

desprotonado, respectivamente. A fragmentação do íon precursor de m/z 169 

gerou o íon produto de m/z 125 [M-44-H]- referente à perda de CO2 (Figura 68). 

O íon precursor de m/z 179, após a fragmentação, gerou o íon de m/z 135 [M-

44-H]- e o íon de m/z 71 [M-108-H]-, referente à perda de C6H4O2 (Figura 69). O 
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espectro de fragmentação do íon precursor de m/z 191 apresentou os íons de 

m/z 127 [M-2H2O-CO-H]-, 111[M-2H2O-CO2-H]-, 93 [M-3H2O-CO2-H]- e 85 

(C4H5O2) [M-106-H]- (Figura 70), característicos de ácido quínico. 

A fragmentação do íon precursor de m/z 341 resultou na formação do 

íon produto de m/z 179 [M-162-H]- referente à perda de uma unidade de 

glicose. Portanto, esta substância foi determinada como ácido cafeoil-O-

glucosídeo (Figura 71) (SÁNCHEZ-RABANEDA et al., 2005).  

 
Figura 68 - Espectro de massas de segunda ordem do íon precursor de m/z 169 em modo 

negativo com energia de colisão 40 eV (condições de análise pag. 60) e estrutura do ácido 

gálico. 
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Figura 69 - Espectro de massas de segunda ordem do íon precursor de m/z 179 em modo 

negativo com energia de colisão 40 eV (condições de análise pag. 60) e estrutura do ácido 

cafeico. 

 
 
 
 

Figura 70 - Espectro de massas de segunda ordem do íon precursor m/z 191 em modo 

negativo com energia de colisão 40 eV (condições de análise pag. 60) e estrutura do ácido 

quínico.   

 
 
 

 -MS2 (179,00) CE (-30): 10 MCA scans from Sample 4 (DI_179) of Alessandra_070314.... Max. 5,4e5 cps.

70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
m/z, Da

0,0

2,0e4

4,0e4

6,0e4

8,0e4

1,0e5

1,2e5

1,4e5

1,6e5

1,8e5

2,0e5

2,2e5

2,4e5
2,6e5

In
te

n
s

it
y

, 
c

p
s

71,0

163,8
96,9

178,989,2
78,9 86,9

134,972,9
137,0107,094,6 99,2

 -MS2 (191,00) CE (-40): 10 MCA scans from Sample 5 (DI_191) of Alessandra_070314.... Max. 1,1e6 cps.

90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
m/z, Da

0,00

1,00e5

2,00e5

3,00e5

4,00e5

5,00e5

6,00e5

7,00e5

8,00e5

9,00e5

1,00e6

1,10e6

In
te

n
s

it
y

, 
c

p
s

85,0

93,0
190,9

87,0

110,9
109,083,0 126,9108,098,9

OH

OH

HO

O

- H

COOHHO

HO

OH

OH

- H



 

139 

 

Figura 71 - Espectro de massas de segunda ordem do íon precursor de m/z 341 em modo 

negativo com energia de colisão 40 eV (condições de análise pag. 60) e estrutura do ácido 

cafeoil-O-glicosídeo, compatível com os dados apresentados.   

 
As propostas de fragmentação para o ácido gálico, ácido cafeico e ácido 

ácido cafeoil-O-glicosídeo estão mostradas na figura 72.  

O íon precursor de m/z 289 corresponde a [epi]catequina desprotonada. 

A fragmentação deste íon gerou os íons de m/z 271 [289-18-H]- referente a 

perda de uma molécula de água, e os íons de m/z 137 e 151 formados pelo 

mecanismo Retro-Diels-Alder (GU et al., 2003) (Figura 73).  

O íon precursor de m/z 305 é referente à [epi]galocatequina. Embora, o 

espectro de fragmentação apresente os íons de m/z 137 e 167 formados pelo 

mecanismo de fragmentação Retro-Diels-Alder, o íon com maior intensidade é 

o de m/z 125 formado pelo mecanismo de fragmentação clivagem heterocíclica 

(Figura 74) (GU et al., 2003).  
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Figura 72 - Proposta de fragmentação para o ácido gálico, ácido cafeico e ácido cafeoil-O-

glicosídeo. 
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Figura 73 - Espectro de massas de segunda ordem do íon precursor de m/z 289 em modo 

negativo com energia de colisão 40 eV (condições de análise pag. 60) e estrutura da 

[epi]catequina. 

 
 
Figura 74 - Espectro de massas de segunda ordem do íon precursor de m/z 305 em modo 

negativo com energia de colisão 40 eV (condições de análise pag. 60) e estrutura da 

[epi]galocatequina.   

 
 

As propostas de fragmentação da [epi]catequina e [epi]galocatequina 

estão mostradas na figura 75.  
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Figura 75 - Proposta de fragmentação para a [epi]catequina e [epi]galocatequina. (A) 

Mecanismo de Fragmentação retro-Diels-Alder e (B) Mecanismo de fragmentação Clivagem 

Heterocíclica. 
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 O íon precursor de m/z 447 corresponde a quercetina-3-O-ramnosídeo. 

A fragmentação desse íon (Figura 76) gerou o íon de m/z 301 [M-146-H]- 

característico da quercetina desprotonada devido à perda de um fragmento 

neutro de 146 Da referente a uma unidade de ramnose. O íon de m/z 151 foi 

formado no mecanismo de fragmentação retro-Diels-Alder da quercetina. A 

proposta de fragmentação da quercetina-3-O-ramnosídeo para a eliminação do 

ramnosídeo é semelhante à eliminação dos glicosídeos nas antocianinas 

(Figura 40, pag. 98) e a formação do íon produto de m/z 151 pelo mecanismo 

de fragmentação Retro-Diels-Alder está apresentado na figura 75 (pag. 142). 

 
Figura 76 - Espectro de massas de segunda ordem do íon precursor m/z 447 em modo 

negativo com energia de colisão 40 eV (condições de análise pag. 60) e estrutura da 

quercetina-3-O-ramnosídeo, compatível com os dados apresentados.   

 

 
 

Os íons precursores de m/z 561, 593 e 609 são correspondentes a três 

dímeros de proantocianidinas, sendo que o espectro obtido para a espécie E. 

brasiliensis apresenta os dímeros de m/z 593 e 609 e o espectro obtido para a 

espécie E. involucrata apresenta os dímeros de m/z 561e 609.  

O espectro de fragmentação obtido para o íon precursor de m/z 561 

(Figura 77) apresenta o íon de m/z 289 [M-272-H]- referente à [epi]catequina e, 

 -MS2 (447,00) CE (-45): 10 MCA scans from Sample 15 (DI_447) of Alessandra_07031... Max. 5,3e5 cps.

160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
m/z, Da

0,0

5,0e4

1,0e5

1,5e5

2,0e5

2,5e5

3,0e5

3,5e5

4,0e5

4,5e5

5,0e5
5,3e5

In
te

n
s

it
y

, 
c

p
s

151,9

447,0

226,9 300,7283,8162,8 254,8177,1

O

O

OH

HO

OH

OH
- H

O
O

OH
OH

OH

CH3



 

144 

 

portanto, a eliminação de um fragmento neutro de 272 Da. De acordo com este 

espectro, este íon foi formado pelo mecanismo de fragmentação Quinona 

Metídeo (GU et al., 2003). A conexão deste dímero foi identificada como 

[epi]afzelequina - [epi]catequina. 

A fragmentação do íon precursor de m/z 593 (Figura 78) gerou os íons 

de m/z 425 e 407 formados pelo mecanismo de fragmentação retro-Diels-Alder. 

A eliminação de um fragmento neutro de 304 Da gerou o íon de m/z 289 [M-

272-H]- referente à [epi]catequina formado pelo mecanismo de fragmentação 

Quinona Metídeo. Este dímero apresenta conexão [epi]galocatequina-

[epi]catequina. 

Após a fragmentação, o íon precursor de m/z 609 (Figura 79) gerou os 

íons de m/z 423 e 441 formados pelo mecanismo de fragmentação retro-Diels-

Alder. O íon de m/z 305 [M-304-H]- referente à [epi]galocatequina foi gerado 

devido à eliminação de um fragmento neutro de 304 Da pelo mecanismo de 

fragmentação Quinona Metídeo. Portanto, este dímero apresenta conexão 

[epi]galocatequina - [epi]galocatequina.   

A proposta de fragmentação para os dímeros de m/z 561, 593 e 609 

está mostrada na figura 80. 

 
Figura 77 - Espectro de massas de segunda ordem do íon precursor m/z 561 no modo 

negativo com energia de colisão 40 eV (condições de análise pag. 60) e estrutura da 

[epi]afzelequina-[epi]catequina, compatível com os dados apresentados. 
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Figura 78 - Espectro de massas de segunda ordem do íon precursor m/z 593 no modo 

negativo com energia de colisão 40 eV (condições de análise pag. 60) e estrutura da  
[epi]galocatequina - [epi]catequina. 

 
 
Figura 79 - Espectro de massas de segunda ordem do íon precursor m/z 609 no modo 

negativo com energia de colisão 40 eV (condições de análise pag. 60) e estrutura da 

[epi]galocatequina - [epi]galocatequina. 
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Figura 80 – Proposta de fragmentação para os dímeros presentes em E. brasiliensis e E. 

involucrata.(A) - Mecanismo de fragmentação retro-Diels-Alder e (B) - Mecanismo de 

fragmentação Quinona Metídeo.  
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Fonte: Figura adaptada de GU et al., 2003. 

(A) Mecanismo de fragmentação retro-Diels-Alder (B) Mecanismo de fragmentação Clivagem Heterocíclica 



 

147 

 

5.6  Ensaios Biológicos 

 

Os extratos EA - Fo, EM1 - Fo, EM2 - Fo, EA1 - Fo e EA2 - Fo foram 

testados quanto à sua atividade antioxidante através da redução do MTT e 

quanto à sua capacidade de inibir a oxidação de grandes vesículas 

unilamelares (LUV’s - sigla em inglês). Os extratos das folhas EA - Fo, EM1 - 

Fo e EM2 - Fo foram testados também quanto à sua capacidade de inibição 

das enzimas COX-1 e COX-2.  

 

5.6.1 Ensaio antioxidante usando MTT 

 

O ensaio com MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H- 

tetrazólio] é um ensaio colorimétrico usado para medir a atividade mitocondrial 

de células vivas. Essa atividade é medida através da conversão do MTT 

(amarelo - 410 nm) a formazana (violeta - 570 nm) que ocorre devido a uma 

reação de redução enzimática (Figura 81).   

Tendo como base este princípio, o ensaio antioxidante com MTT foi 

desenvolvido para avaliar a habilidade das amostras testadas em participar das 

reações de óxido-redução (LIU & NAIR, 2010), permitindo extrapolar sua 

atividade em sistemas biológicos, por comparação com a ação da enzima 

redutora NADPH. 

 
Figura 81 - Esquema de conversão do MTT (amarelo) a formazan (violeta). 
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Os extratos EA - Fo, EM1 - Fo, EM2 - Fo, EA1 - Fo e EA2 – Fo, na 

concentração de 250 μg/ml, reagiram com MTT e apresentaram absorbância 

de 0,69; 0,39; 0,07; 0,90 e 0,50, respectivamente, a 570 nm (Figura 82).  

 
Figura 82 - Absorbância a 570nm obtida após a reação entre os extratos das folhas de E. 

brasiliensis e MTT (250 ppm). 

 

 

O extrato EA - Fo mostrou atividade maior que os controles positivos 

testados vitamina C e terc-butil-hidroquinona (VC e TBHQ). Após a combinação 

dos extratos EA - Fo e EM1 - Fo obteve-se dois novos extratos EA1 - Fo e EA2 

- Fo que apresentaram absorbância maior e igual aos padrões utilizados, 

respectivamente. O extrato EA1 - Fo apresentou atividade 40% maior que os 

controles utilizados (vitamina C e TBHQ) e 30% maior que os extratos de 

origem (EA - Fo e EM1 - Fo). O aumento na absorbância observado para este 

extrato pode ser explicado pelo sinergismo que ocorreu entre as substâncias 

após a combinação dos extratos.  

A atividade antioxidante por redução do MTT para os extratos aquosos 

é, provavelemente, devido à presença de catequina e seus derivados nestes 

extratos (LIU & NAIR, 2010).  

 Os resultados obtidos indicam que as substâncias presentes nos 

extratos de E. brasiliensis são capazes de reduzir o MTT por um mecanismo 

semelhante ao da enzima mitocondrial e do NADPH, evidenciando seu 

potencial antioxidante.  
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5.6.2 Ensaio de inibição da lipoperoxidação 

 

Este ensaio tem como princípio avaliar a capacidade das amostras 

testadas em inibir a oxidação da membrana celular. Para isto, a membrana 

celular foi mimetizada por vesículas unilamelares grandes, formadas na reação 

entre o lipídio e a sonda fluorescente, ácido 3-[p-(6-fenil)-1,3,5-hexatrienil]-

fenilpropiônico. Após adição de amostras teste ou de padrões positivos (BHA, 

BHT, ou TBHQ), a oxidação destas vesículas foi catalisada pela adição de 

Fe2+:  

 

LOOH + Fe 2+  → LO•  + HO-  +  Fe3+ 

 

O radical livre formado desencadeia o processo de reações radicalares 

que possui três estágios: iniciação, propagação e terminação (Figura 85) (LIMA 

& ABDALLA, 2001).  

 
Figura 83 - Esquema das principais reações ocorridas durante o processo de peroxidação 

lipídica. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: LIMA & ABDALLA, 2001 

 

A inibição da lipoperoxidação foi medida pela capacidade das 

substâncias presentes nas amostras em capturar os radicais livres formados. 

Os extratos EA - Fo, EM1 - Fo, EM2 - Fo, EA1 - Fo e EA2 - Fo na concentração 

de 100 μg/ml inibiram 68%, 57%, 54%, 67% e 56% da oxidação das vesículas 

unilamelares, respectivamente (Figura 86), evidenciando potencial moderado 

de inibição da peroxidação lipídica neste modelo.  

Iniciação: LH + LO• ———> L•+ LOH 

 

Propagação: L• + O
2
 ———> LOO• 

Propagação: LH + LOO• ———> L•+ LOOH 

 

Terminação: LOO• + L • ———> LOOL 

Terminação: LOO• + LOO • ———> LOOL + O
2
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Figura 84 - Capacidade de inibição de oxidação das vesiculas unilamelares dos extratos das 

folhas de E. Brasiliensis 

 
. 

A atividade antioxidante por inibição da lipoperoxidação para os extratos 

aquosos é, provavelemente, devido à presença de catequina e seus derivados 

nestes extratos (SEERAM et al., 2003).  

 

5.6.3 Ensaio de inibição das enzimas COX-1 e COX-2 

 

As enzimas cicloxigenases (COX) ou prostaglandina endoperóxido H 

sintases (PGHS) podem ser usadas para se medir os efeitos anti-inflamatórios 

de produtos naturais e são o alvo farmacológico para a descoberta de fármacos 

anti-inflamatórios não esteroidais (NSAID). 

Estudos mostram que as substâncias capazes de inibir a atividade 

enzimática das COX podem prevenir diferentes tipos de câncer, pois bloqueiam 

a síntese das prostaglandinas que são associadas ao processo de 

carcinogênese ou de progressão do câncer. Como a COX-2 é a responsável 

pela produção de prostaglandinas envolvidas em processos inflamatórios e 

cancerosos, é importante que haja a inibição seletiva desta enzima. 

Os extratos EA - Fo, EM1 - Fo e EM2 - Fo na concentração de 100 μg/ml 

apresentaram valores de inibição para as ezimas COX-1 e COX-2 de 9% e 
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41%, 40% e 37%, 5% e 43%, respectivamente (Figura 63). Os extratos EA - Fo 

e EM2 - Fo foram seletivos para inibir a COX-2, enquanto que o extrato EM1 - 

Fo não mostrou seletividade significativa e inibiu as duas enzimas.  

 
Figura 85 - Atividade de inibição das enzimas COX-1 and COX-2 pelos extratos das folhas de 

E. brasiliensis. 

 

 

Os resultados obtidos estão de acordo com a medicina popular que 

relata o uso do chá das folhas de E. brasiliensis para o tratamento de doenças 

inflamatórias (PIETROVCKI et al., 2008). A atividade anti-inflamatória por 

inibição das ciclo-oxigenases para os extratos aquosos é, provavelemente, 

devido à presença de catequina e seus derivados nestes extratos (SEERAM et 

al., 2003).  
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6 Conclusões 

 

O estudo químico das folhas e frutos de ambas as espécies possibilitou 
a identificação de 16 antocianinas [cianidina-3-O-soforosídeo (A1), delfinidina-

3-O-laminaribiosídeo (A2), delfinidina-3-O-galactosídeo (A3), delfinidina-3-O-

glicosídeo (A4), cianidina-3-O-galactosídeo (A5), cianidina-3-O-laminaribiosídeo 

(A6), cianidina-3-O-sambubiosídeo (A7), cianidina-3-O-cafeoil-diglicosídeo (A8), 

cianidina-3-O-glicosídeo (A9), cianidina-3-O-cafeoil-glicosídeo (A10), delfinidina-

3-O-cumaroil-glicosídeo (A11), pelargonidina-3-O-glicosídeo (A12), cianidina-3-

O-maloil-glicosídeo (A13), cianidina-3-O-acetoil-glicosídeo (A14), cianidina-3-O-

pentosídeo (A15) e definidina (A20)] nos frutos, o isolamento de 5 substâncias 

[dissacarídeo (1), 2-(S)-7,5-di-hidroxi-6-metilflavanona (2), 2-(S)-7,5-di-hidroxi-

6,8-dimetilflavanona (3), 2’-6’-di-hidroxi-3’-metil-4’-metoxi-di-hidrochalcona (4) e 

(R)-7,8,7’,8’-tetra-hidro-8,8’-dimetil-3,3’-dimetoxi-4,4’-di-hidroxi-dibenzociclo-

octadieno (5)] das folhas de E. brasiliensis e a identificação de 11 substâncias 

nas infusões [ácido gálico (C1), ácido cafeico (C2), ácido quínico (C3), 

[epi]catequina (C4), [epi]galocatequina (C5), ácido cafeoil-O-glicosídeo (C6), 

quercetina-3-O-ramnosídeo (C7), [epi]afzelequina-[epi]catequina (C8), 

[epi]galocatequina-[epi]catequina (C9) e [epi]galocatequina-[epi]galocatequina 

(C10)]. Dentre as substâncias identificadas e isoladas, apenas as substâncias 

A3, A4, A5, A9, C4 e C5 foram previamente identificadas na espécie E. 

brasiliensis, enquanto as outras substâncias estão sendo relatadas pela 

primeira vez nesta espécie e todas as substâncias estão sendo relatadas pela 
primeira vez na espécie E. involucrata. A substância 5, isolada das folhas de E. 

brasiliensis é uma estrutura inédita na literatura. 

Este trabalho também teve como objetivo a validação de um método 

analítico para quantificar as antocianinas majoritárias presentes nos frutos das 

espécies estudas. A validação seguiu os parâmetros preconizados pela 

resolução RE 899 da ANVISA e teve resultados condizentes com as 

especificações estabelecidas e, por isso, pode ser usado para quantificar 

antocianinas presentes em extratos de frutos, folhas e flores. Embora o tempo 

de análise seja de 40 minutos, este método possui como vantagem a baixa 

concentração de solvente orgânico usado na fase móvel sendo esta 

concentração de aproximadamente 50% de acetonitrila na fase orgânica. A 
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otimização de condições cromatográficas com composição reduzida de 

solventes orgânicos atende a princípios da Química Verde, importante tanto do 

ponto de vista de desenvolvimento de processos, como de estabelecimento de 

novos paradigmas na formação de recursos humanos.  

Portanto, o estudo químico das folhas e frutos de E. brasiliensis e E. 

involucrata, realizado neste trabalho, forneceu informações valiosas sobre as 

substâncias presentes nestas espécies. O estabelecimento da composição 

química de espécies vegetais, em especial, daquelas usadas na medicina 

tradicional, é etapa de destacada importância e contribui para estudos 

subsequentes visando o aproveitamento da biodiversidade, por exemplo, no 

desenvolvimento de novos agentes terapêuticos ou produtos fitoterápicos.   

Os extratos das folhas de Eugenia brasiliensis apresentam atividade 

antioxidante evidenciada através de reações de óxido-redução (MTT) e 

reações radicalares (inibidoras de lipoperoxidação) e ainda, atividade anti-

inflamatória, observada pela da inibição seletiva da enzima COX-2 para os 

extratos EA-Fo e EM2-Fo e inibição das enzimas COX-1 e COX-2 para o 

extrato EM1-Fo. A atividade anti-inflamatória encontrada nos extratos desta 

espécie contribui para justificar o uso das folhas na forma de chá na medicina 

popular para o tratamento de artrite e reumatismo. É importante salientar que o 

extrato EA-Fo é correspondente à infusão das folhas de E. brasiliensis e a 

presença de catequinas e seus derivados neste extrato evidencia seu potencial 

para justificar as atividades biológicas relatadas neste trabalho. Assim, pode-se 

destacar a importância de estudos de bioprospecção, incluindo estratégias de 

fracionamento biomonitorado, em que a detecção de bioatividade em extratos 

brutos orienta a seleção de amostras promissoras e permite o 

acompanhamento para obtenção de frações semipurificadas ou substâncias 

isoladas, responsáveis pela atividade biológica inicialmente verificada. No caso 

das espécies de Eugenia estudadas, os resultados obtidos destacam as 

atividades antioxidante e anti-inflamatória das amostras investigadas, 

confirmando o reconhecido potencial antiradicalar de flavonoides e outras 

substâncias fenólicas, importantes para manutenção do equilíbrio redox em 

sistemas biológicos. Adicionalmente, a associação das propriedades 

antioxidantes com a observação da inibição de ciclo-oxigenases, em especial, 

COX-2, pelas amostras analisadas, sugere potencial atividade 
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quimiopreventiva, importante para se evitar a instalação dos eventos iniciais 

relacionados à carcinogênese, por exemplo, induzindo a atividade de enzimas 

destoxificantes. Neste contexto, merece destaque a composição dos frutos das 

espécies de Eugenia investigados, ricos em antocianinas, que são 

reconhecidas por sua excelente atividade quimioprotetora, o que justifica o 

estímulo ao consumo de frutos vermelhos por órgãos como o NIH (National 

Institutes of Health, EUA), FAO (Food and Agriculture Organization, ONU) e 

Food and Feed Safety-European Commission (Europa). 
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