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RESUMO 

A família Erythroxylaceae é composta por quatro gêneros, sendo o gênero Erythroxylum o 

único gênero representado na região Neotropical. O Brasil é o principal centro de diversidade 

e endemismo deste gênero com muitas espécies sendo descritas na Região Nordeste. Estudos 

químicos anteriores indicam a presença de alcaloides, terpenos e compostos fenólicos no gênero 

Erythroxylum. Este trabalho descreve o estudo fitoquímico dos extratos hexânico, clorofórmico, 

acetato de etila e metanólico de Erythroxylum loefgrenii obtidos dos caules e das folhas, além 

da realização de testes de atividade biológicas (atividade antioxidante pelos métodos do DPPH 

e da inibição da oxidação do β-caroteno e o teste da letalidade da Artemia salina) com esses 

extratos. A partir das folhas de E. loefgrenii foram isolados e identificados os flavonoides 

sakuranetina e ombuína-3-rutinosídeo, e o esteroide β-Sitosterol glicosilado. A partir do caule 

de E. loefgrenii foram isolados e identificados os triterpenos friedelina, friedelanol, taraxerol e 

os esteróis Estigamsterol e β-Sitosterol. Estas substâncias foram isoladas através de métodos 

cromatográficos e a identificação estrutural foi realizada através da análise dos dados 

espectrométricos de RMN de 1H e de 13C unidimensional, propriedades físicas (pf.), e pela 

comparação desses dados com aqueles disponibilizados na literatura. 

 

Palavras-chave: E. loefgrenii, flavonoides, triterpenos, atividade antioxidante, teste de 

letalidade da Artemia salina.  
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ABSTRACT 

The Erythroxylaceae family is constituted of four genera, the genus Erythroxylum is the only 

genus represented in the Neotropical region. Brazil is the main center of diversity and endemism 

of this genus with many species being described in the Northeast Region. Previous chemical 

studies indicate the presence of alkaloids, terpenes and phenolic compounds in the genus 

Erythroxylum. This work describes the phytochemical study of hexane, chloroform, ethyl 

acetate and methanol extracts obtained from the stems and leaves of Erythroxylum loefgrenii, 

and evaluation of biological activities (antioxidant activity by the methods of DPPH and β-

carotene bleaching assay and test the lethality of brine shrimp) of these extracts. From the leaves 

of E. loefgrenii were isolated and identified the flavonoids sakuranetin and ombuin-3-

rutinoside, and the steroid glycosyl β-sitosterol. From the stem of E. loefgrenii were isolated 

and identified the triterpenoids friedelin, friedelanol, taraxerol and the sterols stigmasterol and 

β-sitosterol. These compounds were isolated by chromatographic methods and, the structural 

identifications were performed by analysis of the spectral data of 1H and 13C NMR one-

dimensional and physical properties (m.p.), as well as comparison of these data with those 

available in the literature.  

Keywords: E. loefgrenii, flavonoids, triterpenoids, antioxidant activity, brine shrimp lethality 

test.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Aspectos gerais sobre a família Erythroxylaceae 

Erythroxylaceae é uma família pantropical, composta por quatro gêneros 

(Erythroxylum, Aneulophus, Nectaropetalum e Pinacopodium) e aproximadamente 240 

espécies (PLOWMAN; HENSOLD,  2004). Os principais centros de diversidade e endemismo 

estão na Venezuela, Brasil e Madagascar (DALY, 2004).  

Erythroxylum, com cerca de 230 espécies, é o único gênero representado na região 

Neotropical, onde estão presentes cerca de 187 espécies endêmicas (PLOWMAN; HENSOLD, 

2004). Os gêneros Aneulophus, Nectaropetalum e Pinacopodium tem distribuição restrita a 

África tropical, no Brasil a família está representada apenas pelo gênero Erythroxylum, com 

cerca de 114 espécies (PLOWMAN, 2001; HEYWOOD et al., 2007). 

A família Erythroxylaceae caracteriza-se por ter representantes com porte geralmente 

arbóreo ou arbustivo; folhas alternas, simples; estípulas intrapeciolares; inflorescência cimosa, 

frequentemente reduzida a uma única flor ou fascículos; flores bissexuais, actinomorfas, 

pentâmeras; estames em número duplo ao das pétalas; ovário súpero e fruto do tipo drupa. 

(LOIOLA et al., 2013). 

1.2. Ordem Malpighiales 

Em estudo anterior ao advento da biologia molecular, Cronquist (1988) posicionou a 

família Erythroxylaceae dentro da ordem Linales, baseando-se, principalmente, na morfologia 

foliar e presença de vasos escalariformes. No entanto, estudos moleculares recentes demostram 

que a família Erythroxylaceae é grupo-irmão da família Rhizophoraceae, indicando que a 

família Erythroxylaceae faz parte da ordem Malpighiales (SCHWARZBACH; RICKLEFS, 

2000; SOLTIS et al., 2000). Além das análises moleculares, a grande afinidade entre 

Rhizophoraceae e Erythroxylaceae fundamenta-se por compartilharem caracteres morfológicos 

e anatômicos listados por Dahlgren (1988) (Quadro 1, p. 2). Na classificação proposta pelo 

APG III (2009), a família Erythroxylaceae é considerada como parte da ordem Malpighiales. 
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Quadro 1. Presença de caracteres compartilhados por diferentes famílias de angiospermas segundo 

Dahlgren (1988). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3. O gênero Erythroxylum 

O gênero Erythroxylum é o maior e mais representativo da família Erythroxylaceae 

tendo como centro de diversidade e endemismo a América do Sul. Contêm aproximadamente 

230 espécies, das quais 187 são encontradas na região Neotropical. O gênero é mais conhecido 

pela espécie Erythroxylum coca L., a partir da qual a cocaína comercial é derivada 

(PLOWMAN; HENSOLD,  2004). 

O Brasil é o principal centro de diversidade e endemismo, com registro de 114 espécies, 

das quais 74 endêmicas, sendo 71 destas encontradas na Região Nordeste. O gênero representa 

um grupo de grande amplitude ecológica, com espécies desenvolvendo-se nos mais 

diversificados locais desde ao nível do mar até 1.000 m de altitude, habitando desde ambientes 

úmidos, tais como, a Floresta Amazônica e a Mata Atlântica, até áreas semiáridas, em vegetação 

de Caatinga, Carrasco e Cerrado (Figura 1, p. 3) (DALY, 2004; LOIOLA et al., 2013). 

No Nordeste do Brasil encontra-se a maior diversidade e o maior número de espécies 

endêmicas no país, com várias novas espécies sendo descritas (COSTA-LIMA; ALVES, 2013; 

COSTA-LIMA; ALVES, 2015; LOIOLA, 2013; LOIOLA; SALES, 2008; LOIOLA; SALES, 

2012).  

Caracteres Rhizophoraceae Erythroxylaceae 

1. Presença de endotélio em combinação com 

óvulos crassinucelados 
x x 

2. Presença de arilo formado a partir do exóstoma x x 

3. Semente coberta com exotegumento fibroso  x x 

4. Embrião clorofilado x x 

5. Plastídeos que contém cristais de proteínas, 

presentes nos elementos de tubo crivado do floema. 
x x 

6. Presença de certos tipos de alcaloides   

Higrolina x x 

Tropânicos x x 

Pirrolizidinicos x  

Σ dos caracteres compartilhados 8 7 
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Dentre os estados brasileiros, a Bahia é o que apresenta maior número de espécies de 

Erythroxylum, distribuídas principalmente na Mata Atlântica (PLOWMAN, 1987). O estudo 

realizado por Araújo et al. (2014) encontrou 28 espécies de Erythroxylum na Mata Atlântica da 

Bahia. Essa alta diversidade de Erythroxylum na Mata Atlântica da Bahia é acompanhada por 

uma destacada taxa de endemismo, já que das 13 espécies apontadas como endêmicas da Bahia 

por Loiola (2013), apenas E. longisetulosum não ocorre neste bioma. 

 

O gênero caracteriza-se pela presença de plantas lenhosas, arbustos ou árvores, glabras, 

com catafilos geralmente semelhantes às estípulas. As folhas são alternas e inteiras, com 

estípulas intrapeciolares. As flores são monoclinas, diclamídeas, pentâmeras e heterostílicas, 

com 10 estames de filetes unidos na base, formando um tubo que circunda o pistilo. O ovário é 

súpero, tricarpelar, trilocular, mas geralmente com apenas um único óvulo desenvolvido. O 

fruto é uma drupa, vermelha a púrpura (LOIOLA et al., 2007). 

1.4. Erythroxylum loefgrenii  

A espécie Erythroxylum loefgrenii Diogo possui distribuição restrita ao Brasil, sendo 

encontrada nos estados da Bahia, Ceará, Pernambuco e Minas Gerais. Possui estípulas não 

estriadas, a forma de vida é do tipo arbusto e o substrato é terrícola, seu domínio fitogeográfico 

é a caatinga (LOIOLA; COSTA-LIMA, 2015).  

Figura 1. Distribuição do gênero Erythroxylum no Brasil. 
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1.5. Principais constituintes químicos isolados no gênero Erythroxylum 

Estudos químicos anteriores indicam a presença de alcaloides, terpenos e compostos 

fenólicos (HEGNAUER, 1981; CHÁVEZ et al., 1996; BARREIROS et al., 2002; 

BARREIROS et al., 2007; RIBEIRO, 2011). O gênero Erythroxylum é reconhecido pela 

ocorrência de alcaloides tropânicos nas folhas, caules, raízes e frutos de várias espécies 

(RIBEIRO, 2011). A cocaína, um dos alcaloides tropânicos mais estudado, foi identificada em 

23 espécies do gênero Erythroxylum (BIERIA et al., 2006). Além dos alcaloides tropânicos, há 

relatos da presença de outros tipos de alcaloides no gênero como os pirrolidinicos e piridinicos 

(HEGNAUER, 1981).   

Da classe dos terpenos, é destacada a presença de triterpenos e diterpenos. Os 

triterpenos, encontrados nas folhas e frutos, são principalmente triterpenos pentacíclicos do tipo 

oleonano. A presença de ácidos graxos esterificados a triterpenos em folhas tem sido uma 

característica comum das espécies que ocorrem na Restinga brasileira (HEGNAUER, 1981; 

CHAVÉZ et al, 1996; BARREIROS et al., 2002). Os diterpenos, encontrados na madeira e 

frutos de cerca de 14 espécies de Erythroxylum, pertencem aos grupos dos ent-kauranos, ent-

beyeranos, ent-devadaranos, rianodanos, ent-labdanos e ent-rosanos (KAPADI; DEV, 1964; 

ANSELL; PEGEL; TAYLOR, 1993; BARREIROS et al., 2007).  

Com relação aos flavonoides, se destaca a presença dos flavonóis no gênero, 

principalmente a quercetina e o kaempferol, assim como os seus derivados glicosilados (BOHM 

et al., 1988, BARREIROS et al., 2007; RIBEIRO, 2011).  

1.6. Métodos de avaliação da Atividade Antioxidante 

Radicais livres são inevitavelmente produzidos nos sistemas biológicos e também 

exogenamente, são conhecidos por causarem dano oxidativo à estrutura das biomoléculas e 

numerosas desordens degenerativas como mutagênese, carcinogênese, distúrbios 

cardiovasculares e envelhecimento (BARREIROS; DAVID, 2006; SINGH; SINGH, 2008;  

PYRZYNSKA; PĘKAL, 2013).  As descobertas do efeito deletério dos radicais livres sobre as 

células e sua relação com certas doenças, agindo como causador ou agravante, impulsionou a 

busca por novas substâncias capazes de prevenir ou minimizar os danos oxidativos às células 

vivas (ALVES et al., 2010). 

Antioxidantes são compostos que combatem os radicais livres intervindo em uma das 

três principais etapas do processo oxidativo: iniciação, propagação e terminação (CUI; LUO; 
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MURTHY, 2004). A capacidade antioxidante é amplamente utilizada como um parâmetro para 

caracterizar a habilidade de sequestrar ou neutralizar radicais livres de diferentes substâncias. 

Esta capacidade está relacionada à presença de compostos capazes de proteger os sistemas 

biológicos dos danos oxidativos. Existem muitos métodos disponíveis para avaliar a eficiência 

antioxidante de substâncias puras e extratos de plantas, os ensaios mais comuns envolvem 

cromógenos de natureza radicalar que na presença de um antioxidante desaparecem, esta reação 

pode ser acompanhada por espectrofotometria (PYRZYNSKA; PĘKAL, 2013). 

O DPPH (2,2-difenil,1-picril hidrazil) é conhecido desde 1922 quando Goldschmidt e 

Renn descobriram um radical livre estável de coloração violeta. O ensaio do DPPH é um dos 

mais populares e um dos métodos mais empregados para testar a habilidade de compostos 

atuarem como sequestradores de radicais livres ou doadores de hidrogênios. A avaliação da 

atividade antioxidante de compostos utilizando o DPPH foi introduzida por Blois (1958), 

utilizando a cisteína como um modelo de antioxidante, o método modificado proposto por 

Brand-Williams et al. (1995) no qual substâncias ou extratos reagem com uma solução 

metanólica do radical estável DPPH e a redução do radical é acompanhada pelo decréscimo na 

absorbância num comprimento de onda característico durante a reação têm sido extensivamente 

utilizado. 

O radical estável DPPH possui forte paramagnetismo devido ao seu elétron 

desemparelhado, este composto pode aceitar um elétron ou átomo de hidrogênio para se tornar 

uma molécula diamagnética estável (BLOIS, 1958). A estabilidade do radical se deve a 

deslocalização do elétron desemparelhado sobre a molécula como um todo, de maneira que a 

molécula não sofre dimerização como outros radicais livres. A deslocalização também dá 

origem à intensa cor roxa, com absorção numa solução etanólica ao redor de 520 nm 

(KEDARE; SINGH, 2011), mas após sofrer redução por um antioxidante ou por espécies 

radicalares a absorção desaparece e ocorre a descoloração da solução como resultado da 

redução e formação da hidrazina correspondente (PYRZYNSKA; PĘKAL, 2013).  

O sítio radicalar do DPPH está protegido por dois anéis fenila ortogonais entre si e o 

anel picrilo num ângulo de 30° com seus dois grupos nitro orientados acima e abaixo do sítio 

radicalar, sendo o impedimento estérico um problema central da reação com o DPPH. A 

velocidade da reação parece estar relacionada com a estrutura química dos antioxidantes, uma 

vez que moléculas pequenas que têm melhor acesso ao sítio radicalar apresentam capacidade 

antioxidante relativamente maior, desta forma, a acessibilidade estérica ao radical DPPH parece 

ser o principal fator determinante da reação (XIE; SCHAICH, 2014).  
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A reação entre o radical DPPH e um antioxidante fornece uma relação com as reações 

que ocorrem no sistema oxidativo, como a autoxidação de lipídios ou outras substâncias 

insaturadas. A molécula de DPPH (Z•) representa os radicais livres formados no sistema cuja 

atividade é suprimida pela substância antioxidante (KEDARE; SINGH, 2011).  

A capacidade redutora dos antioxidantes frente ao DPPH pode ser avaliada pelo 

decaimento da absorbância a 515-528 nm à medida que a hidrazina correspondente é formada. 

O ensaio de DPPH é frequentemente simplificado pela medida da concentração de DPPH no 

início da reação e após um certo tempo de incubação, no ensaio original foi recomendado o 

tempo de 30 minutos (PYRZYNSKA; PĘKAL, 2013). 

Os resultados do ensaio podem ser expressos de muitas maneiras, a maioria dos estudos 

expressa os resultados em termos da porcentagem da inibição ou sequestro do DPPH, calculado 

como I% = (A0 – At)/A0 * 100, onde A0 e At é a absorbância na ausência e presença de 

antioxidante, respectivamente (PYRZYNSKA; PĘKAL, 2013). Brand-Williams et al. (1995) 

utilizou o termo IC50 (concentração inibitória) para interpretação dos resultados do método do 

DPPH, sendo definido como a concentração do substrato que causa redução de 50% na 

concentração do DPPH, o IC50 é calculado usando o gráfico obtido através dos valores de 

porcentagem de inibição versus concentração do extrato ou composto. O IC50 pode ser utilizado 

para comparar a capacidade antioxidante de diferentes compostos ou extratos de origem natural, 

um baixo valor de IC50 indica alta atividade antioxidante. 

O ensaio do DPPH é considerado um método espectrofotométrico válido, acurado, fácil 

e econômico para avaliar a atividade antioxidante de substâncias e extratos, pode ser usado para 

amostras líquidas e sólidas, o composto radicalar é estável e não precisa ser gerado antes do 

ensaio como em outros ensaios de sequestro de radicais livres e não é específico para nenhum 

componente antioxidante em particular, mas sim à capacidade antioxidante total da amostra. 

(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995; KEDARE; SINGH, 2011; 

PYRZYNSKA; PĘKAL, 2013). 

Outro método de avaliação da atividade antioxidante é através da oxidação do β-

caroteno/ácido linoleico. O β-caroteno é um carotenoide de origem natural de coloração laranja, 

abundante em frutas e vegetais, a descoloração dos carotenoides ocorre quando estas 

substâncias são expostas a radicais ou substâncias oxidantes (KRINSKY; JOHNSON, 2005). 

O método de oxidação do β-caroteno/ácido linoleico é um dos mais utilizados na avaliação da 

atividade antioxidante, o princípio do método é baseado na descoloração de uma solução 

contendo β-caroteno devido à quebra do sistema de ligações duplas conjugadas por espécies 
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radicalares formadas pela auto-oxidação do ácido linoleico através do aquecimento, sendo 

monitorado pelo decaimento da absorbância (MARCO, 1968; MILLER, 1971). Quando um 

antioxidante apropriado é adicionado à solução, o processo de descoloração pode ser retardado 

por uma reação de competição entre o β-caroteno e os antioxidantes pelos radicais formados 

devido a oxidação do ácido linoleico (DJORDJEVIC et al., 2004). 

O método de oxidação do β-caroteno/ácido linoleico avalia a capacidade de uma 

amostra ou composto de proteger um substrato (β-caroteno) da oxidação causada pelos radicais 

livres gerados durante a peroxidação do ácido linoleico. Os radicais gerados pela oxidação 

espontânea do ácido graxo promovida por indução térmica a 50°C provocam a descoloração da 

emulsão aquosa formada pelo ácido linoleico e o β-caroteno (HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005). 

O método está fundamentado em medidas espectrofotométricas da descoloração do β-caroteno 

induzida pelos produtos de degradação oxidativa do ácido linoleico. A quantificação é baseada 

no decaimento da absorbância do β-caroteno em 470 nm na presença de diferentes 

concentrações de uma substância antioxidante com leitura imediata e em intervalos de 15 

minutos, por um tempo total de 120 minutos (PRIETO et al., 2012). 

Este método permite a avaliação da atividade antioxidante de extratos de plantas, 

comparando com um antioxidante padrão desejado. Os resultados do ensaio de oxidação do β-

caroteno/ácido linoléico podem ser expressos como porcentagem de inibição da oxidação 

calculada pela correlação entre a queda da absorbância das amostras e o decaimento da 

absorbância do controle. Os resultados também podem ser expressos sob a forma de IC50, a 

concentração do substrato que causa inibição da oxidação do β-caroteno em 50%, calculado 

usando o gráfico obtido através dos valores de porcentagem de inibição versus concentração do 

extrato ou composto. Além disso, construindo um gráfico que avalie a curva cinética de 

oxidação (absorbância versus tempo em minutos) é possível determinar a eficiência 

antioxidante de uma amostra em uma dada concentração através do valor de F1 (relação entre 

as tangentes da curva de oxidação da amostra e do controle entre 15 e 45 minutos após o início 

da reação) que mede a eficiência em bloquear a reação em cadeia, através da interação com os 

radicais peróxidos. Pela curva de oxidação também é possível avaliar a possibilidade de o 

antioxidante participar de outras reações durante o processo oxidativo pelo cálculo de F2 

(relação entre as tangentes das curvas de oxidação da amostra e do controle entre 75 e 90). 
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2. OBJETIVO GERAL 

Realizar um estudo fitoquímico e avaliar as atividades biológicas de Erythroxylum 

loefgrenii (Erythroxylaceae) contribuindo para o conhecimento quimiotaxonômico e potencial 

biológico das espécies desta família.  

2.1. Objetivos Específicos 

Determinar as atividades citotóxica e antioxidante dos extratos obtidos a partir do caule 

e folhas de Erythroxylum loefgrenii; 

Isolar os constituintes químicos presentes nas folhas e caule de Erythroxylum loefgrenii 

candidatos a novos fármacos; 

Elucidar as estruturas das substâncias isoladas através de técnicas espectroscópicas; 

Contribuir para o conhecimento da química da família Erythroxylaceae. 
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3. PARTE EXPERIMENTAL 

3.1. Especificações dos materiais e equipamentos utilizados 

3.1.1. Solventes e reagentes  

Os solventes orgânicos (acetona, acetato de etila (AcOEt), clorofórmio (CHCl3), 

diclorometano (DCM), hexano (Hex) e metanol (MeOH)) empregados nos processos de 

partição, cromatografias, recristalização e purificação foram das marcas Merck, Quimex e 

Vetec, todos em grau PA. A água utilizada foi destilada e deionizada em aparelho da marca 

Milli-Q. Os solventes deuterados (CHCl3, MeOH e DMSO) foram da marca Isotech. 

Os reagentes e padrões empregados nas avaliações das atividades biológicas foram das 

seguintes marcas: DPPH e β-caroteno (Sigma), Ácido linolênico (Aldrich Chem. Co.), Ácido 

gálico (Riedel), BHT (Acrös Organics), Quercetina (Sigma). 

Nas cromatografias em coluna (CC), os adsorventes utilizados foram gel de sílica 60 

(0,063-0,200 mm) da Merck, gel de sílica 60 A (0,035-0,070 mm, marca Acrös Organics). 

Nas cromatografias em camada delgada (CCDC) foram utilizadas placas de alumínio 

recobertas com sílica gel fluorescente PF 254-366 da marca Whatman e Merck.  

As placas de cromatografia em camada delgada foram reveladas com luz na região do 

ultravioleta (254 e 365 nm) e reveladores químicos. Dentre estes, os mais utilizados foram os 

reagentes de Liebermann- Burchard, Cloreto de Alumínio (AlCl3) e vapores de Iodo. 

3.1.2. Equipamentos 

Os materiais vegetais foram secos em estufa de secagem e esterilização com circulação 

mecânica, modelo 320-SE, Fanem; e foram moídos em moinho, modelo TE-650, Willey 

Tecnal. 

Os solventes foram evaporados em rotaevaporador rotatório sob pressão reduzida 

Rotavapor – RII (Buchi). 

Para as observações de fluorescência foi utilizado gabinete, modelo CM-10, Spectroline. 

As amostras foram pesadas em balança analítica modelo AND GR-200. 
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Nos testes de atividade antioxidante pelo sistema β-caroteno/ácido linoleico e pelo 

método do DPPH e na determinação do conteúdo de compostos fenólicos e flavonoides totais 

as absorbâncias foram lidas no leitor de microplaca BioRad Elx800. 

Os espectros de RMN de 1H (500 MHz e 300 MHz) e de 13C (500 MHz) unidimensionais 

e bidimensionais foram adquiridos em espectrômetros Bruker Avance III empregando 

sequências de pulsos tradicionais para os experimentos de correlação homo- e heteronucleares. 

As medidas de ponto de fusão foram registradas em aparelho digital Microquímica Ind. 

e Com. Ltda MQAPF-301. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

11 

 

3.2. Coleta e Identificação do Material Vegetal 

A espécie Erythroxylum loefgrenii foi coletada no Parque da Chapada Diamantina, no 

município de Morro do Chapéu, Bahia, sendo identificada pela professora Maria Lenise S. 

Guedes e registrada no Herbário “Alexandre Leal Costa” do Instituto de Biologia da 

Universidade Federal da Bahia, sob o número 107779 (Figura 2, p. 11). 

 

Figura 2. Exsicata de Erythroxylum loefgrenii. 
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3.3. Obtenção dos extratos                  

As folhas de E. loefgrenii foram secas em estufa e trituradas em liquidificador obtendo-

se uma massa de (166 g). Foram feitas três extrações por maceração sucessivas utilizando 

MeOH. Após a filtragem e evaporação do MeOH em rotaevaporador obteve-se o extrato MeOH 

bruto (ELFMeOH = 54,67 g). O extrato metanólico foi solubilizado na mistura MeOH / H2O 

numa proporção de 8:2 (v/v). Em um funil de separação foi realizada a partição líquido-líquido 

com Hex, sendo retiradas três porções da fase hexânica. Após a filtragem e evaporação do Hex 

obteve-se o extrato hexânico (ELFHex = 6,20 g). Posteriormente foi realizada partição líquido-

líquido da fase metanólica restante utilizando-se três porções de CHCl3. Assim, após a filtragem 

e evaporação do CHCl3 foi obtido o extrato clorofórmico (ELFCHCl3 = 3,54 g). Utilizando três 

porções AcOEt foi realizada nova partição líquido-líquido da fase metanólica, que após a 

filtragem e evaporação do AcOEt forneceu o extrato acetato de etila (ELFAcOEt = 6,72 g). O 

resíduo hidroalcooólico restante foi evaporado à pressão reduzida fornecendo o extrato 

hidroalcoólica (ELFH2O/MeOH = 14 g) (Figura 3, p. 13). 

Os caules de E. loefgrenii foram secos em estufa com circulação de ar à temperatura de 

40°C e triturados em moinho obtendo-se 303,89 g. Foram feitas três extrações por maceração 

sucessivas utilizando MeOH como solvente. Após a filtragem e evaporação do MeOH obteve-

se o extrato MeOH bruto (ELCMeOH = 33,19 g). O extrato MeOH bruto foi submetido a 

fracionamento em coluna filtrante, utilizando-se sílica Gel como fase estacionária e os solventes 

Hex, CHCl3 e AcOEt, em ordem crescente de polaridade. Após a evaporação do Hex, CHCl3 e 

AcOEt em Rotaevaporador obteve-se os extratos hexânico (ELCHex = 0,10 g), clorofórmico 

(ELCCHCl3 = 0,53 g) e acetato de etila (ELCAcOEt = 1,31 g) do caule de E. loefgrenii (Figura 

4, p. 14). 

 

 

 



 

 

13 

 

 
Figura 3. Obtenção e partição do extrato MeOH das folhas de E. loefgrenii. 

Extrato hidroalcoólico (14 g) 

Metanol / água (8:2) 

48h à 40°C 

Filtração 

1° ciclo: 2L MeOH – 48h  

2° ciclo: 2L MeOH – 48h 

3° ciclo: 2L MeOH – 72h 

 

Secagem das folhas de Erythroxylum loefgrenii 

Folhas de Erythroxylum loefgrenii trituradas 

Folhas secas (166 g) 

Maceração utilizando MeOH 

Concentração do extrato MeOH 

Extrato MeOH das folhas de E. loefgrenii (54,67 g) 

Resíduo sólido Filtrado 

40°C 

Partição com Hex - 200mL (4 vezes) 

Evaporação do solvente à pressão reduzida 

Fase Hex Fase MeOH/H2O 

Extrato Hex (6,20 g) 
Partição com CHCl3 - 200mL (4 vezes) 

Fase CHCl3 Fase MeOH/H2O 

Extrato CHCl3 (3,54 g) 

Evaporação do solvente à pressão reduzida 

Partição com AcOEt - 200mL (4 vezes) 

Fase MeOH/H2O Fase AcOEt 

Extrato AcOEt (6,72 g) 

Evaporação do solvente à pressão reduzida Evaporação do solvente à pressão reduzida 
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Figura 4. Obtenção e partição do extrato MeOH do caule de E. loefgrenii. 

40°C 

48h à 40°C 

Secagem do caule de Erythroxylum loefgrenii 

Caule de Erythroxylum loefgrenii triturado  

Caule seco (303,89 g) 

Maceração com MeOH 

Concentração do extrato  

Extrato MeOH do caule de E. loefgrenii (33,19 g) 

Fracionamento do extrato MeOH em coluna filtrante à 

vácuo 

As fases Hex, AcOEt e CHCl3 foram concentradas 

Extrato AcOEt do caule de E. loefgrenii (1,31 g) 

Extrato CHCl3 do caule de E. loefgrenii (0,53 g) 

Extrato Hex do caule de E. loefgrenii (0,10 g) 

1° ciclo: 2L MeOH – 48h  

2° ciclo: 2L MeOH – 48h 

3° ciclo: 2L MeOH – 72h 

 

Hex – 500mL (3 vezes) 

CHCl3 – 500 mL (3 vezes) 

AcOEt – 500 mL (3 vezes) 

 



 

 

15 

 

3.4. Isolamento dos Constituintes Químicos de E. loefgrenii 

3.4.1. Fracionamento do Extrato CHCl3 do Caule de E. loefgrenii 

O extrato CHCl3 obtido do caule de E. loefgrenii (0,49 g) foi submetido a uma CC em 

gel de sílica 60 A utilizando como eluente uma mistura de DCM e MeOH em gradiente 

crescente de polaridade. Foram coletadas dessa coluna 102 frações de aproximadamente 15 mL 

cada. Essas frações foram agrupadas em 22 sub-frações com base no perfil observado na CCDC 

utilizando como reveladores o reagente de Liebermann-Burchard, vapores de I2 e visualização 

com luz UV (Tabela 1, p. 16). 

As frações ELCCHCl3 15 e 23, eluídas em DCM, e a fração 42 eluída em DCM / MeOH 

(99:1) foram submetidas à recristalização com MeOH. Os cristais formados em cada uma dessas 

frações foram separados do sobrenadante por filtração e solubilizados em CHCl3. Após a 

evaporação do solvente os cristais formados foram lavados separadamente com Hex, 

separando-se a parte solúvel em Hex do restante. A análise espectroscópica por RMN de 1H, 

13C e DEPT 135, dessas frações permitiu identificar as misturas de 1 e 2 (9,9 mg), 4 e 5 (4,6 

mg), bem como, a substancia 3 (13,4 mg) nas frações ELCCHCl3 15, ELCCHCl3 42 e 

ELCCHCl3 23, respectivamente (Figura 5, p. 17). 
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Tabela 1. Coluna Cromatográfica do Extrato CHCl3 dos Caules de E. loefgrenii. 

Frações Obtidas Sistema de Solvente Frações Agrupadas Massa (mg) Observação 

1 – 30 DCM 

1 3,0  

2 – 3  4,4  

4 – 7 4,8  

8 – 15 9,9 
ELCCHCl3 15 

Substâncias 1 e 2 

16 – 18 5,1  

19 – 23 13,4 
ELCCHCl3 23 

Substância 3 

24 – 27  7,3  

28 – 30 6,5  

31 – 60 DCM:MeOH (99:1) 

31  4,0  

32 – 42 4,6 
ELCCHCl3 42 

Substâncias 4 e 5 

43 – 51 19,0  

52 – 57  14,2  

58 – 60  8,9  

61 – 63 DCM:MeOH (98:2) 

61 – 66 25,0 
 

64 – 66 DCM:MeOH (95:5)  

67 – 69 DCM:MeOH (9:1) 

67 – 72  32,3 
 

70 – 72 DCM:MeOH (85:15)  

73 – 75 DCM:MeOH (8:2) 
73 9,1  

74 – 75  16,4  

76 – 82 DCM:MeOH (7:3) 76 – 82  23,0  

83 – 89 DCM:MeOH (6:4) 83 – 89 46,0  

90 – 99 DCM:MeOH (1:1) 
90 – 94 29,1  

95 – 99  31,2  

100 – 102 MeOH 100 – 102  17,6  

Obs: O volume coletado das frações coletadas de 1 a 60 foi de aproximadamente 15 mL e de 62 a 102 

de aproximadamente de 50 mL 
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ELCCHCl3 15 

(9,9mg) 

ELCCHCl3 23    

(13,4 mg) 

ELCCHCl3 42     

(4,6 mg) 

Reveladores: 

Luz UV  

Vapor de I2 

Reagente de Lierbermann-Burchard  

 

 

Massa de amostra utilizada igual a 0,49g 

Massa de sílica gel 60H igual a 30g 

Sistema de solventes: DCM e MeOH em ordem 

crescente de polaridade 

 

CC do extrato CHCl3 do caule (0,49g) de E. loefgrenii  

Foram coletadas 102 frações 

CCDC das frações obtidas 

As frações foram agrupadas em 22 sub-frações segundo o perfil observado na CCDC 

ELCCHCl3 15 ELCCHCl3 23 ELCCHCl3 42  

Recristalização com metanol 

Lavagem com hexano 

Figura 5. Fracionamento do Extrato CHCl3 do Caule de E. loefgrenii. 
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3.4.2. Fracionamento do Extrato Hexânico das Folhas de E. loefgrenii 

O extrato hexânico obtido das folhas da E. loefgrenii (5,5 g) foi submetido a uma CC 

em gel de sílica 60 A utilizando como eluentes uma mistura de HEX, AcOEt e MeOH em 

gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas dessa coluna 127 frações de 

aproximadamente 50 mL cada . Essas frações foram agrupadas em 30 sub-frações com base no 

perfil observado na CCDC utilizando Liebermann-Burchard, vapores de I2 e luz UV reveladores 

(Tabela 2, p. 19, Figura 6, p. 20). 

A fração ELFHex 85 (155,2 mg) foi submetida a CC em gel de sílica 60 A utilizando 

como eluentes DCM e MeOH em gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas 60 

frações, agrupadas em 16 sub-frações com base no perfil observado na CCDC utilizando 

Liebermann-Burchard, I2, AlCl3 e luz UV como reveladores. A análise espectroscópica por 

meio de RMN 1H e RMN 13C da fração ELFHex 85(5) (7,1 mg), eluída em DCM, permitiu 

chegar à identificação estrutural da substância 6 (Tabela 3, p. 21, Figura 7, p. 22). 

A fração ELFHex 102 (18,7 mg), eluída em AcOEt/MeOH (95:5), foi submetida à 

lavagem com AcOEt, que após a evaporação do solvente levou à formação de um sólido branco. 

A análise por CCDC utilizando Liebermann-Burchard e luz UV dessa fração permitiu a 

identificação da substância 7 (Figura 6, p. 20).  

3.4.3. Purificação do Extrato AcOEt das Folhas de E. loefgrenii 

 O extrato AcOEt das folhas de E. loefgrenii (3 g) foi submetido à sucessivas lavagens 

com metanol, os perfis das frações obtidas foram analisados por CCDC utilizando vapor de I2, 

luz UV e AlCl3 como reveladores, fornecendo a fração ELFAcOEt 1 (12,6 mg). A análise 

espectroscópica por RMN 1H e RMN 13C da fração ELFAcOEt 1 permitiu chegar à 

identificação estrutural da substância 8.  
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Tabela 2. Coluna Cromatográfica do Extrato Hex das Folhas de E. loefgrenii. 

Frações Obtidas Sistema de Solvente Frações Agrupadas Massa (mg) Observação 

1 – 2 Hex 1 – 2 47,1  

3 – 5 Hex 

3 – 10 202,3 

 

6 – 7 Hex:AcOEt (99:1)  

8 – 10 Hex:AcOEt (98:2)  

11 – 15 Hex:AcOEt (97:3) 
11 – 12 136,5  

13 – 15 32,8  

16 – 18 Hex:AcOEt (97:3) 
16 – 19 46,9 

 

19 Hex:AcOEt (96:4)  

20 – 23 Hex:AcOEt (96:4) 20 – 23 56,7  

24 – 25 Hex:AcOEt (96:4) 

24 – 29 67,4 

 

26 Hex:AcOEt (95:5)  

27 Hex:AcOEt (94:8)  

28 Hex:AcOEt (92:8)  

29 Hex:AcOEt (9:1)  

30 – 50 Hex:AcOEt (9:1) 

30 – 32 33,9  

33 – 35 54,2  

36 – 37 87,0  

38 – 50 217,2 ELFHex 50 CC 

51 – 58 Hex:AcOEt (85:15) 
51 – 55 62,8 ELFHex 55 CC 

56 – 58 34,3  

59 – 68 Hex:AcOEt (85:15) 
59 – 75 358,4 

ELFHex 75 CC 

69 – 75 Hex:AcOEt (8:2)  

76 – 77 Hex:AcOEt (7:3) 76 – 77 36,7  

78 – 79 Hex:AcOEt (7:3) 

78 – 85 155,2 ELFHex 85 CC 80 – 83 Hex:AcOEt (6:4) 

84 – 85 Hex:AcOEt (1:1) 

86 – 94 Hex:AcOEt (1:1) 

86 – 90 100,6  

91 – 93 74,1  

94 23,0  

95 – 96 Hex:AcOEt (3:7) 
95 – 98 41,9 

 

97 – 98 AcOEt  

99 – 102 AcOEt:MeOH (95:5) 

99 – 100 38,7  

101 – 102 15 
ELFHex 102 

Substância 7 

103 – 104 AcOEt:MeOH (9:1) 
103 – 105 32,6 

 

105 AcOEt:MeOH (8:2)  

106 AcOEt:MeOH (8:2) 
106 – 107 21,3 

 

107 AcOEt:MeOH (7:3)  

108 – 113 AcOEt:MeOH (7:3) 

108 – 109 46,2 
 

 

110 – 113 103,7 
 

 

114 AcOEt:MeOH (7:3) 
114 – 116 86,4 

 

115 – 116 AcOEt:MeOH (6:4)  

117 – 123 AcOEt:MeOH (1:1) 
117 – 118 98,5  

119 – 123 202,4  

124 AcOEt:MeOH (1:1) 
124 – 126 126,3 

 

125 – 126 MeOH  

Obs: O volume coletado das frações coletadas foi aproximadamente 50 mL. 
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Figura 6. Fracionamento do Extrato Hex das Folhas de E. loefgrenii. 

CC 

ELFHex 102        

(15 mg) 

Reveladores: 

UV (254 e 365 nm) 

Vapor de I2 

Lierbermann-Burchard  

 

 

Massa de amostra utilizada igual a 5,5 g 

Massa de sílica gel 60H (Sigma) igual a 200g 

Sistema de solventes: Hex, AcOEt e MeOH  em 

ordem crescente de polaridade 

 

Fracionamento do extrato Hex das folhas (5,5 g) de E. 

loefgrenii  

Coletadas 127 frações 

CCDC das frações obtidas 

Frações agrupadas em 30 sub-frações de acordo com o perfil observado na CCDC 

ELFHex 85 ELFHex 102 

Lavagem com 

AcOEt 
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Tabela 3. Coluna Cromatográfica da fração ELFHex 85 

O volume coletado das frações coletadas de 1 a 60 foi de aproximadamente 30 mL. 

 

 

 

 

 

 

Frações Obtidas Sistema de Solvente  Frações Agrupadas Massa (mg) Observação 

1 – 36 DCM 

1 2,6  

2 – 5  8,5  

6 – 10  13,8  

11 – 14  14,0  

15 – 16 7,1 
ELFHex 85(5) 

Substância 6 

17 – 24 10,9  

25 – 27  7,1  

28 – 30  6,3  

31 – 34 9,0  

35 – 36  10,4  

37 – 40 DCM:MeOH (99:1) 37 – 40  8,7  

41 – 44  DCM:MeOH (98:2) 
41 – 46  12,4 

 

45 – 46 DCM:MeOH (97:3)  

47 – 48 DCM:MeOH (96:4) 47 – 48  6,1  

49 – 50 DCM:MeOH (95:5) 
49 – 51 6,7 

 

51 DCM:MeOH (9:1)  

52 DCM:MeOH (85:15) 
52 – 53  5,9 

 

53 DCM:MeOH (8:2)  

54 – 57 DCM:MeOH (7:3) 54 – 57  7,5  

58 – 59 DCM:MeOH (6:4) 
58 – 60  10,7 

 

60 MeOH  
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3.5. Determinação do teor de compostos fenólicos totais 

A determinação do teor de compostos fenólicos totais nos extratos obtidos de E. 

loefgrenii foi realizada de acordo com o método de Folin-Ciocalteu em microplaca, seguindo o 

protocolo descrito por Al-Duais et al. (2009) e Müller et al. (2010), e adaptado por Bobo-García 

et al. (2014). O método está baseado na redução dos ácidos fosfomolíbdico e fosfotúngstico em 

solução alcalina. O aparecimento de coloração azulada produzida é diretamente proporcional 

ao teor de fenólicos presentes no material analisado e medido em λ=750 nm.  

Para a determinação do teor de compostos fenólicos totais, 20 μL de cada extrato (1000 

mg L-1) foi adicionado a cada poço da microplaca, misturado com 100 μL do reagente de Folin–

Ciocalteu (1:4), e agitado por 60s. Após 240s foi adicionado 75 μL de uma solução de carbonato 

de sódio (100 g L−1) e agitado por 60s. Após 2h de incubação no escuro à temperatura ambiente, 

a absorbância foi medida em 750 nm no leitor de microplaca. O branco da reação foi preparado 

com H2O destilada e a absorbância do branco foi subtraída das absorbâncias dos extratos e do 

padrão de ácido gálico. O ácido gálico foi utilizado como padrão em concentrações que 

variaram de 10 a 500 mg L-1. O teor de compostos fenólicos totais foi calculado a partir da 

Figura 7. Fracionamento da fração ELFHex 85. 

Reveladores: 

UV 

Vapor de I2  

Lierbermann-Burchard  

AlCl3 

 

Massa de amostra utilizada igual a 155,2 mg 

Sistema de solventes: DCM e MeOH em ordem 

crescente de polaridade 

 

 

Purificação da fração ELFHex 85 (155,2 mg)   

Coletadas 60 frações 

CCDC das frações obtidas 

Frações agrupadas em 16 sub-frações de acordo com o 

perfil observado na CCDC 

ELFHex 85 (7,1 mg) 
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curva de concentração versus absorbância construída com o padrão de ácido gálico (10, 25, 50, 

75, 100, 200, 300, 400 e 500 mg L-1) e foram expressos como mg equivalentes de ácido gálico 

por grama de extrato (mg EAG/g de Extrato). Todas as amostras foram analisadas em triplicata. 

Os dados desta análise foram submetidos a análise de variância (ANOVA), usando teste Tukey 

com (p < 0.05). As análises estatísticas foram realizadas utilizando o Sisvar 5.6, Microsoft Excel 

2010 e o IBM SPSS Statistics.  

3.6. Determinação do teor de flavonoides totais 

A determinação do teor de flavonoides totais nos extratos obtidos de E. loefgrenii foi 

realizada através de um ensaio colorimétrico utilizando o cloreto de alumínio (AlCl3), este 

método se baseia na formação de um complexo entre o alumínio e o flavonoide com 

absorbância máxima em 430 nm. O ensaio foi realizado segundo a metodologia proposta por 

Chatatikun e Chiabchalard (2013) na qual 50 μL dos extratos (1000 mg L-1) ou da solução 

padrão de quercetina (5, 10, 25, 50, 75, 100 e 200 mg L-1) em EtOH 80% foi adicionado a 10 

μl de uma solução de cloreto de alumínio 10% seguido da adição de 150 μL de EtOH 95%. O 

branco foi preparado com etanol 80%. 10 μL de AcONa 1M foi adicionado à mistura em uma 

microplaca de 96 poços. Os reagentes foram misturados e incubados por 40 minutos na 

temperatura ambiente protegidos da luz. A absorbância foi medida a 415 nm no leitor de 

microplaca. 

O teor de flavonoides totais foi calculado a partir da curva de concentração versus 

absorbância construída com o padrão de quercetina e o conteúdo de flavonoides totais nos 

extratos foi expresso como mg equivalentes de quercetina por grama de Extrato (mg EQ/g de 

Extrato). Todas as amostras foram analisadas em triplicata. Os dados desta análise foram 

submetidos a análise de variância (ANOVA), usando teste Tukey com (p < 0.05). As análises 

estatísticas foram realizadas utilizando o Sisvar 5.6, Microsoft Excel 2010 e o IBM SPSS 

Statistics. 

3.7. Teste de letalidade da Artemia salina 

Os ensaios de toxicidade dos extratos AcOEt, CHCl3, Hex e MeOH das folhas e caule 

de E. loefgrenii utilizando Artemia salina baseou-se na metodologia proposta por Serrano, 

Ortega e Villar (1996).  



 

 

24 

 

O aquário montado para a eclosão dos ovos de Artemia salina é dividido em dois 

compartimentos, os ovos de A. salina foram depositados no compartimento protegido da luz. 

Com a eclosão, após 48h de incubação, os naupliis migraram para o compartimento iluminado. 

A solução do aquário foi preparada com 1 L de água mineral e 3,8 g de sal marinho sintético. 

Dez naupliis foram transferidos para cada frasco contendo os extratos e o volume dos frascos 

foi completado para 5,0 mL com a mesma água do mar artificial. Esse sistema permaneceu sob 

iluminação e os naupliis sobreviventes foram contados após 24 horas. Os extratos foram 

testados nas concentrações de 25, 50, 100, 125, 250, 500, 750 e 1000 µg mL-1. O branco foi 

preparado com 5,0 mL de água do mar artificial. Todas as análises foram realizadas em 

triplicata. A porcentagem de mortos em cada concentração foi determinada através da média 

aritmética das triplicatas. Os naupliis que não exibiram nenhum movimento, durante dez 

segundos de observação, foram considerados mortos. Foi construído o gráfico de concentração 

versus porcentagem de naupliis mortos e, por regressão linear, calculado a concentração letal 

50% (LC50). 

3.8. Determinação da atividade antioxidante (AA) utilizando o sistema β-caroteno / 

ácido linoléico 

O método de oxidação do β-caroteno/ácido linoléico avalia a atividade de inibição de 

radicais livres gerados durante a peroxidação do ácido linoléico, ou seja, a capacidade a de um 

extrato ou substância de proteger um substrato lipídico da oxidação. O método foi inicialmente 

descrito por Marco (1968) e posteriormente modificado por Miller (1971) e baseia-se em 

medidas espectrofotométricas da descoloração (oxidação) do β-caroteno induzida pelos 

produtos de degradação oxidativa do ácido linoléico. 

A determinação da AA utilizando o sistema β-caroteno/ácido linoleico foi realizado de 

acordo com a metodologia proposta por Ribeiro et al. (2011) adaptando o teste para microplaca. 

A mistura reativa foi preparada pela adição de 20 μL de ácido linoléico, 200 μL de Tween 20, 

1 mL de CHCl3 e 1 mL de solução de β-caroteno a 2 mg mL-1 em Erlenmeyer. Em seguida, o 

CHCl3 foi removido em rotaevaporador, na temperatura de 40 ºC. À mistura isenta de CHCl3, 

foi adicionado 100 mL de H2O previamente saturada com oxigênio durante 30 min com 

agitação vigorosa.  

Para determinar as absorbâncias, foi utilizada uma microplaca de poliestireno com 96 

poços. Em cada cavidade da microplaca foram adicionados 250 μL da mistura reativa e 10 μL 

de cada extrato obtido a partir dos caules e folhas de E. loefgrenii nas concentrações de 200, 
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400, 600, 800 e 1000 μg mL-1 usando como padrão o mesmo volume de BHT nas concentrações 

de 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 μg mL-1. O branco foi preparado com metanol.  

A placa foi incubada a 45ºC para acelerar as reações de oxidação e iniciar o 

descoramento do β-caroteno. As leituras das absorbâncias foram realizadas imediatamente e 

com intervalos de 15 min, durante 120 min, em leitor de microplaca no comprimento de onda 

de 470 nm. Todas as análises foram realizadas em triplicata. Os resultados da atividade 

antioxidante foram expressos como porcentagem de inibição da oxidação, que foi calculada em 

relação ao decaimento da absorbância do controle (Ac). A queda da absorbância das amostras 

(Aam) foi correlacionada com a queda do controle, obtendo-se a porcentagem da inibição da 

oxidação (% I) através da Equação 1: 

 

% I =
(𝐴𝑐𝑖 −  𝐴𝑐𝑓) − (𝐴𝑎𝑚𝑖 −  𝐴𝑎𝑚𝑓)

𝐴𝑐𝑖 −  𝐴𝑐𝑓
 𝑋 100 

 

Onde: 

Aci = Absorbância inicial do controle 

Acf  = Absorbância final do controle 

Aami = Absorbância inicial da amostra 

Aamf  = Absorbância final da amostra 

 

Todas as amostras foram analisadas em triplicata. Os dados desta análise foram submetidos a 

análise de variância (ANOVA), usando teste Tukey com (p < 0.05). As análises estatísticas 

foram realizadas utilizando o Sisvar 5.6, Microsoft Excel 2010 e o IBM SPSS Statistics. 

3.9. Determinação da atividade antioxidante (AA) utilizando o método do DPPH 

A atividade antioxidante foi determinada através do método do DPPH segundo a 

metodologia desenvolvida por Brand-Williams et al. (1995) e proposta por Ribeiro et al. (2011) 

adaptando o teste para microplaca. O teste avalia a capacidade de um extrato ou substância de 

reduzir o DPPH, formando a 2,2-difenil,1-picril hidrazina de coloração amarela, com 

consequente desaparecimento da coloração monitorada pelo decréscimo da absorbância. Para 

cada extrato e padrões foram utilizadas oito diferentes concentrações (12,5, 25, 50, 100, 200, 

250, 400 e 500 µg mL-1), 50 µL dos extratos e dos padrões Quercetina e BHT dissolvidos em 
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metanol foram adicionados a 200µL de DPPH 100 µM na microplaca e a redução da 

absorbância foi determinada a 515 nm no minuto 0 e no minuto 30 no leitor de placa de 

microplaca. O branco foi preparado com 50µL de MeOH e 200µL de DPPH. Todas as análises 

foram realizadas em triplicata. 

A atividade antioxidante (% AA) foi calculada através da equação:  

% 𝐴𝐴 =
𝐴0 − 𝐴𝑡

𝐴0
∗ 100 

Onde: 

A0 = absorbância do controle  

At = a absorbância na presença de antioxidante  

E o IC50, definido como a concentração inibitória de antioxidante necessária para reduzir 

a concentração inicial de DPPH em 50%, foi calculado pela equação da reta do gráfico de 

concentração versus atividade antioxidante. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. 

Os dados desta análise foram submetidos a análise de variância (ANOVA), usando teste Tukey 

com (p < 0.05). As análises estatísticas foram realizadas utilizando o Sisvar 5.6, Microsoft Excel 

2010 e o IBM SPSS Statistics. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Determinação do teor de compostos fenólicos totais 

As dosagens dos teores dos compostos fenólicos nos extratos dos caules e folhas de E. 

loefgrenii foi determinada através da curva de calibração do padrão de ácido gálico apresentada 

na Figura 8 (p. 27). A curva é linear na faixa de concentração de 10 a 500 mg L-1 com R2 igual 

a 0,9994 e equação da reta igual a y = 0,0067x +0,0183, onde y é igual absorbância e x igual a 

concentração. Substituindo a absorbância obtida para cada extrato na concentração de 1000 mg 

L-1 na equação da reta obtém-se os resultados expressos em mg equivalentes de ácido gálico 

por grama de extrato (mg EAG/g de Extrato). 

 

 

Os compostos fenólicos constituem um dos principais grupos de metabólitos 

secundários com atividade antioxidante encontrados nas plantas, os teores de compostos 

fenólicos totais nos extratos de E. loefgrenii variaram de 25,63 ± 2,35 a 370,70 ± 9,28 mg EAG/ 

g de Extrato. Na Tabela 4 (p. 28) estão apresentados os teores de compostos fenólicos totais 

dos extratos obtidos dos caules e folhas de E. loefgrenii. As maiores concentrações de 

compostos fenólicos foram encontradas nos extratos AcOEt e MeOH das folhas e caules e, no 

extrato ELFCHCl3 das folhas de E. loefgrenii. Não há diferença significativa entre as 

concentrações de compostos fenólicos observadas nos extratos ELCAcOEt e ELCMeOH dos 

caules. Enquanto que no extrato ELFAcOEt das folhas, a concentração de compostos fenólicos 

y = 0,0067x + 0,0183
R² = 0,9994
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Figura 8. Curva de calibração do padrão de ácido gálico. 
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é 2,09 vezes maior do que no extrato ELFMeOH das folhas. O extrato Hex apresentou as 

menores concentrações de compostos fenólicos nas folhas e no caule. 

 

Tabela 4.  Fenóis Totais (mg EAG/ g de Extrato) nos extratos de E. loefgrenii (p < 0,05). 

 

* Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade 

Devido à complexidade química dos compostos fenólicos, não há um método conhecido 

que forneça a abordagem perfeita na determinação do teor desses compostos (WANG; 

WELLER, 2006). O ensaio de Folin-Ciocalteau está baseado na redução dos ácidos 

fosfomolíbdico e fosfotúngstico em solução alcalina. Apesar de não ser um ensaio específico, 

é o método mais utilizado na determinação de compostos fenólicos. Os resultados podem ser 

superestimados uma vez que os substratos oxidativos não fenólicos podem interferir na reação 

de maneira aditiva, e os compostos fenólicos oxidados podem ser regenerados, interferindo na 

reação de maneira sinérgica (MAGALHÃES et al., 2010). Dentre os compostos não fenólicos 

que podem reduzir o reagente de Folin-Ciocalteau estão os ácidos orgânicos, tais como, os 

ácidos ascórbico, cítrico e tartárico, açúcares como a frutose, glicose e sacarose, carotenoides, 

aminoácidos e o sulfato ferroso (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).  

Na determinação dos compostos fenólicos totais das folhas e caules de E. loefgrenii as 

maiores concentrações foram encontradas nos extratos mais polares, os extratos AcOEt e 

MeOH. Estes resultados são condizentes com os resultados encontrados por Córdova et al. 

(2012) na determinação do teor de compostos fenólicos totais nos extratos AcOEt, CHCl3, Hex 

e BuOH de três variedades de Erythroxylum alaternifolium endêmicas de Cuba, onde os teores 

de compostos fenólicos variaram de 1,3 a 284,0 mg equivalentes de ácido clorogênico por 

grama de extrato (mg CAE/g de Extrato). No entanto, enquanto no presente estudo as maiores 

concentrações de compostos fenólicos foram encontradas nos extratos AcOEt dos caules e 

folhas de E. loefgrenii, Córdova et al. (2012) encontraram as maiores concentrações nos 

EXTRATO 

Fenóis Totais (mg EAG/ g de Extrato) ± desvio padrão 

FOLHAS CAULE 

AcOEt 370,70 ± 9,28a 180,70 ± 9,89b 

CHCl3 153,24 ± 3,85c 84,13 ± 2,69d 

Hex 41,15 ± 1,95e 25,63 ± 2,35e 

MeOH 177,42 ± 6,87b 194,43 ± 7,81b 
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extratos BuOH das três variedades de E. alaternifolium. Os extratos AcOEt das três variedades 

de E. alaternifolium apresentaram teores de compostos fenólicos totais que variaram de 12 a 

116 mg CAE/g de Extrato.  

A comparação entre a concentração de fenóis totais de diferentes extratos de espécies 

do gênero Erythroxylum e os resultados obtidos neste estudo para os extratos MeOH e AcOEt 

do caule e folhas de E. loefgrenii constam na Tabela 5 (p. 29).  

 

Tabela 5. Fenóis Totais (mg EAG/ g de Extrato) de diferentes extratos de espécies de Erythroxylum. 

*CAULES           **FOLHAS 

4.2. Determinação do teor de flavonoides totais 

A dosagem do teor dos flavonoides totais nos extratos obtidos dos caules e folhas de E. 

loefgrenii foi realizada através da curva de calibração do padrão de quercetina apresentada na 

Figura 9 (p. 30). A curva foi linear na faixa de concentração de 10 a 200 mg L-1 com R2 igual a 

0,9977 e equação da reta foi igual a y = 0,0078x + 0,0689, onde y foi igual absorbância e x 

igual a concentração. Substituindo a absorbância obtida para cada extrato na concentração de 

1000 mg L-1 na equação da reta foram obtidos os resultados expressos em mg equivalentes de 

quercetina por grama de extrato (mg EQ/g de Extrato). 

Os teores de flavonoides totais nos extratos de E. loefgrenii variaram de 18,39 ± 1,83 a 

276,72 ± 3,03 mg EQ/ g de Extrato. Na Tabela 6 (p. 31) estão apresentados os teores de 

 
Fenóis Totais (mg EAG/ g de Extrato) ± desvio padrão 

Extrato EtOH Extrato AcOEt Extrato H2O Extrato MeOH 

E. suberosum      

(OLIVEIRA et al., 2015) 
575,50 ± 2,50 242,20 ± 9,53   

E. citrifolium 

(CASTAÑEDA et al., 2013) 
  200 ± 6  

E. sideroxyloides 

(SOOBRATTEE et al., 2008) 
  24  

E. laurifolium             

(PICOT et al., 2014) 
  160,25 ± 0,74 454,68 ± 0,71 

E. loefgrenii*   180,70 ± 9,89  194,43 ± 7,81 

E. loefgrenii**  370,70 ± 9,28  177,42 ± 6,87 
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flavonoides totais dos extratos obtidos a partir dos caules e folhas de E. loefgrenii. A 

concentração de flavonoides totais foi maior para todos os extratos obtidos das folhas de E. 

loefgrenii quando comparados aos mesmos extratos dos caules. As maiores concentrações de 

flavonoides foram encontradas nos extratos ELFAcOEt e ELFCHCl3 das folhas de E. 

loefgrenii. No entanto, o extrato ELFAcOEt apresenta uma concentração de flavonoides totais 

2,23 vezes maior que o extrato ELFCHCl3. Com relação aos extratos dos caules, as maiores 

concentrações foram encontradas nos ELCAcOEt e ELCCHCl3; não havendo diferença 

significativa entre as concentrações de flavonoides observadas nos extratos ELCHex e 

ELCMeOH. Os extratos Hex das folhas e dos caules e o extrato ELCMeOH dos caules 

apresentaram as menores concentrações de flavonoides totais entre os extratos testados. 
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R² = 0,9977
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Figura 9. Curva de calibração do padrão de quercetina. 
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Tabela 6. Flavonoides Totais (mg EQ/ g de Extrato) dos extratos de E. loefgrenii. (p < 0,05) 

 

* Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade 

 

 No genêro Erythroxylum os flavonoides glicosilados são mais abundantes que as 

respectivas agliconas. Córdova et al. (2012) determinaram o teor de flavonoides totais nos 

extratos AcOEt, CHCl3, Hex e BuOH de três variedades de Erythroxylum alaternifolium 

endêmicas de Cuba, nos quais os teores de flavonoides variaram de 0,02 a 0,21 mg EQ/ g de 

Extrato, sendo as maiores concentrações encontradas nos extratos BuOH das três variedades. 

Picot et al. (2014) analisaram os teores de flavonoides totais nos extratos MeOH e H2O de cinco 

plantas medicinais das Maurícias usadas tradicionalmente para o tratamento da diabetes, entre 

elas a Erythroxylum laurifolium, que apresentou teores de flavonoides iguais a 20,11 ± 0,59 e 

23,17 ± 0,79 mg equivalente de rutina por g de Extrato, para os extratos MeOH e H2O, 

respectivamente. Estes valores são inferiores aos teores de flavonoides encontrados no presente 

estudo, onde as concentrações de flavonoides totais variaram de 18,39 ± 1,83 a 276,72 ± 3,03 

mg EQ/ g de Extrato e as maiores concentrações foram encontradas nos extratos ELFAcOEt e 

ELFCHCl3 das folhas de E. loeffgrenii.  

4.3. Teste de letalidade da Artemia salina 

A Artemia salina é um microcrustáceo marinho usado como organismo alvo na detecção 

de compostos bioativos em extratos de plantas. A significante correlação entre o ensaio de 

letalidade da A. salina e a inibição do crescimento de linhagens celulares de tumores humanos 

sólidos demonstrada pelo Instituto Nacional de Câncer dos Estados Unidos demonstra o valor 

deste bioensaio como uma ferramenta de triagem na pesquisa de novas drogas antitumorais 

EXTRATO 

Flavonoides Totais (mg EQ/ g de Extrato) ± desvio padrão 

FOLHAS CAULE 

AcOEt 276,72 ± 3,03a 44,33 ± 4,25b 

CHCl3 124,12 ± 4,65c 31,34 ± 5,06d 

Hex 85,23 ± 2,95e 18,47 ± 1,81f 

MeOH 107,83 ± 4,01g 18,39 ± 1,83f 
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(McLAUGHLIN; ROGERS, 1988). Os ovos de A. salina se mantêm viáveis por muitos anos, 

sendo uma conveniente fonte biológica para bioensaios rápidos, simples e baratos, podendo ser 

realizados em laboratórios de química de produtos naturais devido a não exigência de técnicas 

assépticas na sua realização uma vez que a maioria destes laboratórios não são adequadamente 

equipados para a realização de bioensaios utilizando animais ou órgãos e tecidos isolados 

(MAYORGA et al., 2010; LIEBERMAN, 1999). 

Muitos laboratórios de produtos naturais usam este ensaio na sua rotina de isolamento, 

purificação e elucidação estrutural como uma técnica de triagem biológica inicial com o 

objetivo de selecionar e monitorar o estudo fitoquímico de extratos de plantas na busca por 

substâncias bioativas (ALMEIDA-CORTEZ et al., 2004; SIQUEIRA et al., 1998). Quanto 

menor o valor de LC50 apresentado por um extrato ou substância, mais tóxico é o composto 

frente a A. salina. A toxicidade pode ser considerada baixa quando a LC50 é superior a 500 μg 

mL-1; moderada para valores entre 100 a 500 μg mL-1 e elevada quando a LC50 é inferior a 100 

μg mL-1 (AMARANTE et. al., 2011). 

Nesse estudo os extratos apresentaram toxicidade frente a A. salina com percentuais que 

variaram de 6,67% na concentração de 25 μg mL-1 a 100% de atividade na concentração de 

1000 μg mL-1. Nas concentrações de 1000 e 750 μg mL-1 todos os extratos obtidos a partir das 

folhas apresentaram atividade máxima frente a A. salina. Dos extratos obtidos a partir das 

folhas, o extrato ELFAcOEt foi o menos ativo em todas as concentrações. Enquanto que, o 

extrato ELFHex foi o mais ativo em todas as concentrações testadas. Com exceção do extrato 

ELFCHCl3, todos os extratos obtidos das folhas de E. loefgrenii foram mais ativos que os 

extratos obtidos dos caules. O extrato ELCCHCl3 dos caules de E. loefgrenii foi notadamente 

mais ativo contra A. salina que os demais extratos obtidos dos caules Figura 10 e Figura 11 (p. 

33). 

Utilizando as curvas de regressão linear obtida para cada extrato foi possível calcular a 

concentração letal 50% (LC50). Os extratos AcOEt dos caules e das folhas de E. loefgrenii e os 

extratos ELCHex e ELCMeOH dos caules apresentaram toxicidade moderada segundo a 

classificação proposta por Amarante et al. (2011). Enquanto que os extratos CHCl3 dos caules 

e das folhas e os extratos ELFHex e ELFMeOH das folhas apresentaram toxicidade elevada. 

Os extratos que podem ser considerados os mais tóxicos frente a A. salina foram os extratos 

ELCCHCl3 dos caules e o extrato ELFHex das folhas de E. loefgrenii (Tabela 7, p. 34). 
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Figura 10. Percentual de naupliis mortos nos extratos dos caules de E. loefgrenii. 

Figura 11. Percentual de naupliis mortos nos extratos das folhas de E. loefgrenii. 
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Tabela 7. Atividade citotóxica dos extratos das folhas e caules de E. loefgrenii (LC50). 

Extratos 
LC50 μg mL-1 

AcOEt CHCl3 Hex MeOH 

Caule 331,16 35,68 405,48 372,73 

Folhas 140,98 69,45 27,54 47,22 

 

A realização deste teste é relevante para guiar a avaliação preliminar de possíveis 

atividades biológicas, as potenciais indicações terapêuticas e o perfil de segurança de extratos 

obtidos a partir de plantas. 

4.4. Determinação da atividade antioxidante (AA) utilizando o sistema β-

caroteno/ácido linoleico 

Os resultados da avaliação da atividade antioxidante dos extratos das folhas e dos caules 

de E. loefgrenii pelo sistema modelo β-caroteno/ácido linoléico estão descritos na Tabela 8 (p. 

34). Os valores estão expressos como IC50 em μg mL-1, ou seja, a concentração do antioxidante 

presente nos extratos necessária para inibir em 50% a oxidação lipídica do sistema. O IC50 foi 

calculado a partir da curva de regressão linear construída a partir das concentrações testadas 

(200, 400, 600, 8000 e 1000 μg mL-1) versus percentual de atividade antioxidante.  

 

Tabela 8. Atividade Antioxidante dos extratos das folhas e caule de E. loefgrenii pelo sistema β-

caroteno/ácido linoleico (p < 0,05) (IC50). 

* Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade 

 

Observa-se a partir da Tabela 8 (p. 34) que a maior AA foi representada pelo extrato 

ELFAcOEt das folhas de E. loefgrenii, com valor IC50 de 275,85 ± 6,72 μg mL-1. Com exceção 

do extrato ELFMeOH, todos os extratos obtidos das folhas de E. loefgrenii apresentaram 

melhor IC50 quando comparados aos respectivos extratos obtidos dos caules. Apesar de nenhum 

extrato apresentar AA próxima a apresentada pelo padrão BHT, os resultados obtidos para os 

Extratos 
IC50 μg mL-1 

AcOEt CHCl3 Hex MeOH Padrão BHT 

Folhas 275,85 ± 6,72a 821,89 ± 5,24c 2051,26 ± 43,44e 731,33 ± 16,45c 
32,04 

Caule 557,14 ± 3,93b 1220,25 ± 46,81d 10107,99 ± 38,72f 624,89 ± 51,35b 
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extratos AcOEt do caule e das folhas indicam que esses extratos podem ser uma fonte de 

metabólitos secundários com AA. 

A atividade antioxidante dos extratos variou de 2,46% a 73,15% de inibição (Figura 12, 

p. 35 e Figura 13, p. 36). Os extratos Hex dos caules e das folhas apresentaram a menor AA em 

todas as concentrações testadas. Os extratos AcOEt dos caules e das folhas exibiram os maiores 

percentuais de inibição nas concentrações 400, 600, 8000 e 1000 μg mL-1. Em todos os extratos 

houve aumento da AA com o aumento da concentração dos extratos. A maior atividade do 

extrato ELFAcOEt das folhas de E. loefgrenii (73,15% na concentração de 1000 μg mL-1) foi 

menor que a AA do padrão BHT na menor concentração (82,27% na concentração de 200 μg 

mL-1). Ribeiro (2011) avaliou a AA dos extratos AcOEt, CHCl3 e Hex de Erythroxylum 

rimosum pelo sistema modelo β-caroteno/ácido linoleico e encontrou valores de atividade 

antioxidante que variaram de 22,76% a 36,33% de inibição. O maior percentual de inibição da 

oxidação também foi encontrado no extrato AcOEt nas concentrações testadas. 
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Figura 12. Percentual da inibição da oxidação (% I) dos extratos das folhas de E. loefgrenii. 
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4.5. Determinação da atividade antioxidante (AA) pelo método do DPPH 

Os extratos AcOEt, CHCl3, Hex e MeOH dos caules e folhas de E. loefgrenii foram 

submetidos ao ensaio de AA pelo método de sequestro do radical estável 2,2-difenil,1-picril 

hidrazil (DPPH). A capacidade de sequestrar o radical DPPH exibida pelos extratos, expressa 

em percentual de atividade antioxidante (% AA), encontra-se na Figura 15 (p. 38) e Figura 14 

(p. 38). 

O radical estável DPPH reage com a substância antioxidante sendo convertido a 2,2-

difenil,1-picril hidrazina. O grau de descoloração reflete a capacidade do extrato em sequestrar 

o radical livre. O valor de IC50 é definido como a concentração da substância ou extrato 

requerido para decrescer a concentração inicial de DPPH em 50% (DENG; CHENG; YANG, 

2011). O baixo valor de IC50 indica alta atividade antioxidante, quanto maior o consumo de 

DPPH por uma amostra, menor será o IC50 e, consequentemente maior a sua AA (DENG; 

CHENG; YANG, 2011; SOUSA et al., 2007). Através do gráfico do percentual de sequestro de 

radicais livres versus concentração da amostra obtém-se a equação da reta e o coeficiente de 

determinação (R2) por regressão linear para todos os extratos testados.  

O IC50 obtido a partir das equações da reta (Tabela 9, p. 37) mostra que os extratos 

AcOEt e MeOH das folhas e dos caules possuem alta AA, semelhante ao padrão BHT, e 

superior ao padrão de quercetina.  

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

1000 μg mL-1 800 μg mL-1 600 μg mL-1 400 μg mL-1 200 μg mL-1

%
 I

Inibição da oxidação (% I) dos Extratos dos Caules de E. loefgrenii

Padrão BHT AcOEt CHCl3 Hex MeOH

Figura 13. Percentual da inibição da oxidação (% I) dos extratos das folhas de E. loefgrenii. 
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Tabela 9. Atividade Antioxidante dos extratos dos caules e folhas de E. loefgrenii pelo método do 

DPPH (p < 0,05) (IC50). 

Extratos 
IC50 ± DP (µg mL-1) 

Folhas Caule 

AcOEt 53,16 ± 0,54a 115,42 ± 0,92a 

CHCl3 321,78 ± 9,39b 600,12 ± 33,50c 

Hex 1875,66 ± 92,59d 5443,02 ± 75,66e 

MeOH 128,18 ± 1,33a 117,59 ± 2,24a 

Padrão BHT 132,92 ± 2,37a 

Padrão Quercetina 214,60 ± 1,27f 

* Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade 

 

Todos os extratos apresentaram atividade antioxidante. No entanto, os extratos AcOEt 

e MeOH dos caules e das folhas de E. loefgrenii foram os mais ativos, exibindo percentuais de 

sequestro de radicais livres comparáveis ao do padrão antioxidante BHT e Quercetina. Em todas 

as concentrações testadas o extrato ELFAcOEt das folhas apresentou AA (% AA) superior à 

dos padrões BHT e Quercetina e o menor IC50, indicando que esse extrato pode ser uma fonte 

promissora de metabólitos com ação antioxidante. Os extratos Hex dos caules e das folhas 

foram os menos ativos em todas as concentrações testadas. Enquanto que, os extratos CHCl3 

dos caules e das folhas apresentaram um percentual de sequestro de radicais livre intermediário 

(Figura 14, p. 38 e Figura 15, p. 38). Estudos anteriores corroboram a alta AA das espécies do 

gênero Erythroxylum, especialmente nos extratos de maior polaridade. Oliveira et al. (2014) 

avaliou a capacidade antioxidante dos extratos EtOH e AcOEt de E. suberosum; o extrato EtOH 

apresentou o menor IC50 (180 µg mL-1), enquanto o extrato AcOEt exibiu um IC50 de 740 µg 

mL-1. Ribeiro (2011) avaliou a capacidade antioxidante dos extratos AcOEt, CHCl3 e Hex de 

E. rimosum. O extrato AcOEt apresentou o menor IC50 (21,5 μg mL-1), enquanto os extratos 

CHCl3 e Hex apresentaram IC50 igual 140,11 e 286,82 μg mL-1, respectivamente. Rocha et al. 

(2015) avaliou a AA do extrato MeOH das folhas de E. deciduum e concluiu que esse extrato 

possui atividade antioxidante com IC50 de 10 µg mL-1. Estes resultados evidenciam que os 

metabólitos presentes nesses extratos atuam como redutores do radical DPPH formando a 

hidrazina correspondente.  
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4.6. Correlação entre a atividade antioxidante e o teor de compostos fenólicos totais 

Os compostos fenólicos possuem reconhecida atividade antioxidante devido às suas 

propriedades redutoras e estrutura química (HOSSAIN; RAHMAN, 2011). Os ensaios de 

atividade antioxidante realizados mostraram que os extratos que apresentaram os maiores teores 

de compostos fenólicos foram àqueles que tiveram maior atividade antioxidante frente ao 

radical DPPH e maior percentual inibição da oxidação do β-caroteno. 

Nos extratos os compostos fenólicos estão presentes em mistura com outras substâncias 

e, a presença de compostos fenólicos em extratos não é o único fator responsável pela atividade 

antioxidante por estabilização de radicais. Devem ser considerados também aspectos sobre a 

estrutura dos compostos fenólicos, uma vez que alguns requisitos estruturais, como a posição e 

o número de hidroxilas presentes nas moléculas dos polifenóis, dentre outros, são essenciais 

para uma atividade antioxidante pronunciada (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996). 

Para avaliar se há correlação entre o teor de compostos fenólicos totais dos extratos e a 

AA determinada pelos métodos do DPPH e do β-caroteno determinou-se o coeficiente de 

correlação de Pearson (r) que mede o grau da correlação linear entre duas variáveis 

quantitativas. O coeficiente de correlação Pearson varia de -1 a 1 e, considera-se correlação 

significativa quando se verifica valor de r acima de 0,7 e p <0,05. A concentração dos extratos 

utilizada na avaliação da correlação foram de 100 µg mL-1 para o método do DPPH e 600 µg 

mL-1 para o método do β-caroteno. Os resultados encontrados para a correlação entre os teores 

de compostos fenólicos totais e a atividade antioxidante pelos métodos do DPPH e do β–

caroteno encontram-se na Tabela 10 (p. 39) e na Tabela 11 (p. 40), respectivamente. 

 

Tabela 10. Correlação entre AA (%) pelo método do DPPH e a concentração de fenóis totais dos 

extratos de E. loefgrenii. 

Correlação 

 Fenóis Totais % AA 

Fenóis 

Totais 

Correlação de Pearson 1 0,950** 

Sig. (bilateral)  0,000 

N 8 8 

% AA 

Correlação de Pearson 0,950** 1 

Sig. (bilateral) 0,000  

N 8 8 

**. A correlação é significativa no nível 0,01 (bilateral). 
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Tabela 11. Correlação entre o percentual de inibição (% I) pelo método do β-caroteno e a 

concentração de fenóis totais dos extratos de E. loefgrenii. 

Correlação 

 Fenóis Totais % I 

Fenóis 

Totais 

Correlação de Pearson 1 0,768* 

Sig. (bilateral)  0,026 

N 8 8 

% I 

Correlação de Pearson 0,768* 1 

Sig. (bilateral) 0,026  

N 8 8 

*. A correlação é significativa no nível 0,05 (bilateral). 

 

Os resultados obtidos demonstram uma forte correlação entre o teor de compostos 

fenólicos totais presentes nos extratos do caule e das folhas de E. loefgrenii e a atividade 

antioxidante (%AA) pelo método do DPPH (r = 0,950) e pelo método do β-caroteno (r = 0,768), 

ambas com nível de significância menor que 0,05. 

Neste estudo, foi observada alta correlação entre as variáveis teor de compostos 

fenólicos totais e a atividade antioxidante pelo método do DPPH, com coeficiente de correlação 

elevado e coeficiente de determinação (R2) maior que 0,9. Para o método do -caroteno, apesar 

do coeficiente de correlação maior que 0,7, o coeficiente de determinação foi igual a 0,590 

(Figura 16, p. 41). Os resultados do estudo da correlação entre o teor de compostos fenólicos 

totais e os métodos de determinação da atividade antioxidante indicam que a atividade 

antioxidante encontrada para os extratos AcOEt e MeOH provavelmente está relacionada ao 

alto teor de compostos fenólicos presente nesses extratos. 
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Figura 16. Correlação entre os teores de compostos fenólicos totais e as AA pelo (a) método do 

DPPH (r2 = 0,903) e pelo (b) método do β-caroteno (r2 = 0,590). 
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4.7. Constituintes Químicos Isolados 

O estudo químico do caule de E. loefgrenii, através dos procedimentos descritos 

anteriormente, resultou no isolamento e identificação das seguintes substâncias. 

 

                   Friedelina (1)                                                              Friedelanol (2) 

Taraxerol (3) 

β-Sitosterol (4)                                                                                  Estigmasterol (5) 
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A partir das folhas de E. loefgrenii, através dos procedimentos descritos anteriormente, 

foram isoladas as seguintes substâncias:  

 

A determinação estrutural dos compostos foi efetuada a partir da análise dos dados 

obtidos dos métodos espectrométricos de RMN unidimensionais, 1H e 13C, e bidimensionais 

como DEPT135, espectrometria de massas, pelo ponto de fusão e comparação dos dados 

obtidos com a literatura disponível. 

 

Sakuranetina (6) Ombuina-3-rutinosídeo (8) 

β-Sitosterol glicosilado (7) 
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4.8. Identificação Estrutural dos Constituintes Químicos Isolados do extrato CHCl3 

dos caules de E. loefgrenii 

4.8.1. Identificação das Substâncias 1 e 2 

A mistura formada pelas Substâncias 1 e 2 na CCDC apresentou Rf 0,6 e 0,45 usando 

Hex/AcOEt (8:2) e, reação positiva ao revelador de Lierbermann-Burchard, sugerindo que se 

tratava de um triterpeno ou esteroide. A mistura se apresentou como cristais brancos com ponto 

de fusão entre 260,0 °C e 264,3 °C.  

O espectro de 1H RMN (CDCl3, 300 MHz) (Figura 18, p. 48) (Tabela 12, p. 46) 

apresentou singletos na região entre δH 0,70 e 1,16: 0,70, 0,83, 0,84, 0,87, 0,90, 0,93, 0,94, 0,98, 

1,03, 1,15, 1,16 correspondentes a hidrogênios em grupos metila (Figura 19, p. 49). O espectro 

apresentou ainda sinais referentes à presença de três hidrogênios α-carbonílicos H-2 (2H) e H-

4 (1H). Para a Substância 1 foram assinalados o sinal em δH 2,37 (ddd, J = 13,78; 5,40 e 2,28 

Hz, H-2 ax.) e os sinais entre δH 2,18 e 2,33 ppm (m, H-4 ax. e H-2 eq.) (Figura 21, p. 51). Os 

sinais entre δH 1,25 e 2,00 indicando a presença de hidrogênios metilênicos e metínicos foram 

assinalados para as duas Substâncias (1 e 2) (Figura 20, p. 50). O sinal em δH 3,71 foi assinalado 

para a Substância 2 (q, J = 2,55 Hz, H-3), correspondendo ao hidrogênio carbinólico 

desblindado (Figura 22, p. 52). 

O espectro de 13C RMN (CDCl3, 125 MHz) (Figura 23, p. 53) (Tabela 13, p. 47) mostrou 

sinais importantes na identificação das substâncias presentes nessa mistura. Assim, foi possível 

observar 56 átomos de carbono na região entre δC 7,0 e 214,0. O sinal em δC 213,53 (C-3), 

referente à presença de carbono cetônico, e em δC 7,04 (C-23), atribuído à um grupo metílico 

bastante protegido devido ao efeito γ-gauche da carbonila, estão relacionados ao esqueleto 

triterpênico da Substância 1. Enquanto que, o sinal em δC 72,97 foi atribuído ao carbono sp3 

oxigenado (C-3) relacionado ao esqueleto triterpênico da Substância 2 (Figura 24, p. 54 e Figura 

25, p. 55). No espectro DEPT 135 (CDCl3, 125 MHz) (Figura 26, p. 56) foram registrados 43 

sinais, sendo vinte e dois primários ou terciários e 21 secundários, os treze sinais não registrados 

no DEPT 135 correspondem a carbonos quaternários. A análise dos espectros de 1H e 13C RMN 

indica que a mistura é formada por dois triterpenos de fórmulas moleculares C30H50O e 

C30H52O. 

A comparação dos dados espectrais obtidos com os dados encontrados na literatura 

permitiu identificar a mistura como sendo formada pelas Substâncias Friedelina (1) e 
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Friedelanol (2) (ALMEIDA et al, 2011; SALAZAR et al., 2000). Na literatura existe relato do 

isolamento da Friedelina a partir das cascas dos caules de Erythroxylum barbatum (SANTOS, 

2007). Elias et al., (2016) detectaram a presença de Friedelina e Friedelanol em Erythroxylum 

daphnites por CG-MS. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Estruturas das Substâncias Friedelina (1) e Friedelanol (2). 

                         (1)                                                                                   (2) 
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Tabela 12. Dados de RMN de 1H (δH, CDCl3, 300 MHz) das Substâncias 1 e 2 e comparação com os dados da literatura. 

 

 

 

H Friedelina (ALMEIDA et al., 2011) δH (ppm) da Substância 1 3-β-Friedelanol (ALMEIDA et al., 2011) δH (ppm) da Substância 2 

2 
2,39 (ddd; J = 13,7; 5,1 e 1,9  Hz; H-2a) 2,37 (ddd, J = 13,78; 5,40 e 2,28 Hz, H-2a) 1,90 (dt; J = 10,0 e 2,3 Hz; H-2a) 

 

2,29 (m; J = 13,8; 13,6 e 6,5 Hz; H-2b) 2,33 (m, H-2 eq.) 1,56 (m; H-2b) 

3   3,73 (m; H-3) 3,71 (q, J = 2,55 Hz, H-3) 

4 2,24 (q; J = 6,5 Hz; H-4) 2,18 (m, H-4 ax.) 0,94 (s; H-4) 0,9 

Me-23 0,87 (d; J = 6,5 Hz; H-23)  0,93 (d; J = 7,3 Hz; H-23)  

Me-24 0,73 (s; H-24) 0,70 (s; H-24) 0,97 (s; H-24) 0,93 (s; H-24) 

Me-25 0,88 (s; H-25) 0,87 (s; H-25) 0,86 (s, H-25) 0,85 (s, H-25) 

Me- 26 1,01 (s; H-26) 0,98 (s; H-26) 0,99 (s; H-26) 0,94 (s; H-26) 

Me- 27 1,05 (s; H-27) 1,03 (s; H-27) 1,01 (s; H-27) 0,98 (s; H-27) 

Me- 28 1,18 (s; H-28) 1,16 (s; H-28) 1,17 (s; H-28) 1,15 (s; H-28) 

Me- 29 1,00 (s; H-29) 0,97 (s; H-29) 0,95 (s; H-29) 0,93 (s; H-29) 

Me- 30 0,95 (s; H-30) 0,92 (s; H-30) 1,00 (s, H-30) 0,97 (s, H-30) 
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Tabela 13. Dados de RMN de 13C (δC, CDCl3, 125 MHz) das Substâncias 1 e 2 e comparação com os 

dados da literatura. 

 

 

 

 

C 
Friedelanol 

(SALAZAR et al., 2000) 

δC (ppm) da 

Substância 2 

Friedelina 

(MAHATO; KUNDU, 1994) 

δC (ppm) da 

Substância 1 

1 16,16 16,00 22,3 22,49 

2 36,14 36,28 41,5 41,74 

3 71,59 72,97 213,2 213,53 

4 49,62 49,37 58,2 58,44 

5 38,09 38,04 42,1 42,37 

6 41,99 41,92 41,3 41,49 

7 17,69 17,76 18,2 17,76 

8 53,27 53,40 53,1 53,31 

9 37,18 37,65 37,4 37,31 

10 61,65 61,55 59,4 59,68 

11 35,66 35,76 35,6 35,55 

12 30,69 30,84 30,5 30,72 

13 38,38 38,57 39,7 39,88 

14 39,69 39,91 38,3 38,51 

15 32,34 32,99 32,4 32,53 

16 35,9 35,83 36 36,22 

17 30,02 29,58 30 30,21 

18 42,88 42,99 42,7 42,99 

19 35,36 35,38 35,3 35,38 

20 28,17 28,39 28,1 28,39 

21 32,88 33,01 32,7 32,63 

22 39,28 39,49 39,2 39,46 

23 12,09 11,83 6,8 7,04 

24 16,58 16,60 14,6 14,87 

25 18,35 18,16 17,9 18,16 

26 20,13 20,47 20,2 20,33 

27 18,69 18,88 18,6 18,45 

28 32,12 32,29 32,1 32,29 

29 35,02 35,24 35 35,24 

30 31,85 31,99 31,7 31,99 
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Figura 18. Espectro RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) das Substâncias 1 e 2. 
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Figura 19. Espectro RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) das Substâncias 1 e 2: expansão da região entre 0,6 e 1,3 ppm. 
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Figura 20. Espectro RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) das Substâncias 1 e 2: expansão da região entre 1,3 e 2,1 ppm. 
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Figura 21. Espectro RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) das Substâncias 1 e 2: expansão da região entre 2,1 e 2,65 ppm. 
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Figura 22. Espectro RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) das Substâncias 1 e 2: expansão da região entre 3,46 e 3,96 ppm. 
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Figura 23. Espectro RMN de 13C (125 MHz, CDCl3) das Substâncias 1 e 2. 
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Figura 24. Espectro RMN de 13C (125 MHz, CDCl3) das Substâncias 1 e 2: expansão da região entre 5,15 e 19,88 ppm. 
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Figura 25. Espectro RMN de 13C (125 MHz, CDCl3) das Substâncias 1 e 2: expansão da região entre 69 e 216 ppm. 
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Figura 26. Espectro RMN de DEPT 135 (125 MHz, CDCl3) das Substâncias 1 e 2. 
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4.8.2. Identificação da Substância 3 

A Substância 3 foi isolada do extrato CHCl3 dos caules de E. loefgrenii e, na CCDC 

usando Hex/AcOEt (8:2) apresentou reação positiva ao revelador de Lierbermann-Burchard (Rf 

0,4), sugerindo que se tratava de um triterpeno ou esteroide. O ponto de fusão medido para a 

Substância 3 foi 283,2 °C – 284,5 °C. 

O espectro de 1H RMN (CDCl3, 300 MHz) (Figura 28, p. 61) da Substância 3 apresentou 

oito sinais em δH 0,78, 0,80, 0,89, 0,89, 0,91, 0,93, 0,96 e 1,07 (s) (Figura 29, p. 62) atribuídos 

a oito grupos metilas ligados a carbonos quaternários. O sinal em δH 5,51 (dd, J = 8,17 e 3,31 

Hz, 1H, H-15) sugere a presença de um hidrogênio olefínico relacionado à dupla ligação 

endocíclica na estrutura (Figura 31, p. 64). O sinal em δH 3,17 (dd, J = 10,64 e 4,94 Hz, 1H, H-

3) sugere a presença de um hidrogênio carbinólico (Figura 30, p. 63). Observa-se ainda no 

espectro, os sinais entre δH 1,19 a 2,10, que foram atribuídos aos grupos metilênicos e metínicos 

da Substância 3. 

No espectro de 13C RMN (CDCl3, 125 MHz) da Substância 3 (Figura 32, p. 65) 

observaram-se trinta sinais de carbono, caracterizando um esqueleto triterpênico. Os sinais em 

δC 158,1 (C-14) e 117,0 (C-15), foram atribuídos aos carbonos olefínicos, confirmando a 

presença de uma dupla ligação endocíclica, e o sinal em δC 79,2 ppm (C-3) foi atribuído ao 

carbono sp3 oxigenado (Figura 33, p. 66), as constantes de acoplamento de H-3 com os 

Hidrogênios vicinais de H-2 (2H) (J = 10,64 e 4,94 Hz), sugerem que a hidroxila encontra-se 

numa orientação β em C-3.  

O espectro DEPT 135 (CDCl3, 125 MHz) (Figura 34, p. 67) apresentou vinte e três sinais 

de carbonos, sendo treze carbonos primários ou terciários (amplitude positiva) e dez 

secundários (amplitude negativa) concluindo-se que existem sete carbonos quaternários na 

estrutura. A análise dos espectros de RMN de 1H, 13C e DEPT 135 levou à uma estrutura de 

fórmula molecular C30H50O. 

Os deslocamentos químicos dos espectros de RMN de 1H e 13C presentes da Substância 

3 e a comparação destes com os dados da literatura, podem ser visualizados na Tabela 14 (p. 

59) e na Tabela 15 (p. 60). Com base nestes dados e registros na literatura foi possível identificar 

a Substância 3 como o triterpeno oleanano pentacíclico conhecido como 3β-Taraxerol com 

índice de deficiência de hidrogênio igual a 6 devido aos cinco anéis e a dupla ligação. Barreiros 

et al. (2000) relata o isolamento de um derivado do taraxerol esterificado a um ácido graxo na 
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posição C-3 a partir das folhas de Erythroxylum passerimun, no entanto, esse é o primeiro relato 

do isolamento do triterpeno Taraxerol na forma livre no gênero Erythroxylum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Estrutura da Substância Taraxerol. 
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Tabela 14. Dados de RMN de 1H (δH, CDCl3, 300 MHz) da Substância 3 e comparação com os dados 

da literatura. 

1H δH (ppm) da Substância 3 3β-Taraxerol (ANJUM, 2011) 

H-3 3,17 (dd, J = 10,64, 4,94 Hz, 1H) 3,17 (dd, J = 10.5, 3.5 Hz, 1H) 

H-15 5,51 (dd, J = 8,17 e 3,31 Hz, 1H) 5,52 (dd, J = 8.0, 3.5 Hz, 1H) 

CH3-23 0,89 (s, 3H) 0.89 (s, 3H) 

CH3-24 0,89 (s, 3H) 0.89 (s, 3H) 

CH3-25 0,96 (s, 3H) 0.96 (s, 3H) 

CH3-26 1,07 (s, 3H) 1.07 (s, 3H) 

CH3-27 0,80 (s, 3H) 0.80 (s, 3H) 

CH3-28 0,78 (s, 3H) 0.78 (s, 3H) 

CH3-29 0,91 (s, 3H) 0.91 (s, 3H) 

CH3-30 0,93 (s, 3H) 0.93 (s, 3H) 
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Tabela 15. Dados de RMN de 13C (δH, CDCl3, 125 MHz) da Substância 3 e comparação com os dados 

da literatura. 

13C δC (ppm) da Substância 3 
3β-Taraxerol 

(OLADOYE et al., 2015) 

1 37,94 37,7 

2 27,34 27,2 

3 79,29 79,1 

4 39,19 39 

5 55,73 55,5 

6 19,01 18,8 

7 35,34 35,1 

8 38,97 38,8 

9 48,94 48,8 

10 36,02 35,8 

11 17,72 17,5 

12 37,92 37,7 

13 37,77 37,6 

14 158,30 158,1 

15 117,08 116,9 

16 36,88 36,7 

17 38,20 38 

18 49,49 49,3 

19 41,53 41,3 

20 29,02 28,8 

21 33,91 33,7 

22 33,32 33,1 

23 28,22 28 

24 15,67 15,44 

25 15,64 15,4 

26 30,13 29,9 

27 26,14 25,9 

28 30,03 29,8 

29 33,57 33,1 

30 21,53 21,3 
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Figura 28. Espectro RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) da Substância 3. 
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Figura 29. Espectro RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) da Substância 3: expansão da região entre 0,7 e 1,8 ppm. 
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Figura 30. Espectro RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) da Substância 3: expansão da região entre 2,9 e 3,9 ppm. 
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Figura 31. Espectro RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) da Substância 3: expansão da região entre 5,15 e 6,1 ppm. 
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Figura 32. Espectro RMN de 13C (125 MHz, CDCl3) da Substância 3. 
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Figura 33. Espectro RMN de 13C (125 MHz, CDCl3) da Substância 3: expansão da região entre 70 e 160 ppm. 
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Figura 34. Espectro RMN de DEPT 135 (125 MHz, CDCl3) da Substância 3. 



 

 

68 

 

4.8.3. Identificação das Substâncias 4 e 5 

A mistura formada pelas substâncias 4 e 5 foi isolada do extrato CHCl3 dos caules de E. 

loefgrenii. Essa mistura, na CCDC usando Hex/AcOEt (8:2), apresentou reação positiva ao 

revelador de Lierbermann-Burchard (Rf 0,19). A mistura se apresentou como um sólido 

transparente com ponto de fusão na faixa de 137,2 – 141,5 °C. 

O espectro de 1H RMN (CDCl3, 300 MHz) apresentou singletos em δH 0,66, 0,68, 0,78, 

0,80, 0,83, 0,89, 0,91 e 0,99 atribuídos aos grupos metílicos das substâncias presentes na 

mistura. Entre 1,38 ppm e 2,35 ppm foram observados multipletos, atribuídos aos hidrogênios 

dos grupos metílicos e metilênicos da molécula. 

A mistura de 4 e 5 foi evidenciada no espectro de RMN 1H pelo multipleto em δH 3,50 

(H-3) que pode ser atribuído ao átomo de hidrogênio ligado ao carbono carbinólico (hidrogênio 

oximetínico) e pelo sinal em δH 5,33 (d, J = 5,32 Hz, H-6) referente aos hidrogênios olefínicos 

característico de fitoesteróis com dupla ligação entre os carbonos 5 e 6, aliados a presença dos 

sinais adicionais em δH 4,99 (dd, J = 8,45 e 15,38 Hz) e δH 5,13 (dd, J = 8,45 e 15,17 Hz) 

correspondentes aos hidrogênios olefínicos H-22 e H-23, respectivamente, da cadeia lateral de 

fitoesteróis. A análise dos dados de 1H RMN e a comparação com dados da literatura (AHMED 

et al., 2013) indicam que essa mistura é formada por compostos de fórmulas moleculares 

C29H50O e C29H48O referentes aos fitoesteróis β-Sitosterol (4) e Estigmasterol (5), 

respectivamente.  

 

 

 

Figura 35. Estruturas das Substâncias β-Sitosterol (4) e Estigmasterol (5). 

           (4)                                                                                             (5) 
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Figura 36. Espectro RMN de 13H (300 MHz, CDCl3) das Substâncias 4 e 5. 
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Figura 37. Espectro RMN de 13H (300 MHz, CDCl3) das Substâncias 4 e 5: expansão da região entre 3,15 e 3,67 ppm. 
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Figura 38. Espectro RMN de 13H (300 MHz, CDCl3) das Substâncias 4 e 5: expansão da região entre 4,35 e 5,69 ppm. 
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4.9. Identificação Estrutural dos Constituintes Químicos Isolados do extrato 

Hex das folhas de E. loefgrenii  

4.9.1. Identificação da Substância 6   

 A Substância 6 foi isolada do extrato Hex das folhas de E. loefgrenii e, na CCDC 

usando Hex/AcOEt (7:3) apresentou Rf 0,35 e, deu reação positiva no revelador de AlCl3, 

sugerindo que essa substancia tratava-se de um flavonoide. 

O espectro de 1H RMN da Substância 6 (500 MHz, CD3OD) (Figura 43, p. 79) 

(Tabela 16, p. 74) apresentou dois dubletos, em δH 7,24 (J = 8,55 Hz) e 6,74 (J = 8,55 Hz) 

atribuídos a hidrogênios aromáticos. A magnitude das constantes de acoplamento mostra 

H apresentando uma relação orto, sugerindo a presença do anel B di-substituído de um 

flavonoide. O sinal em δH 7,24 foi atribuído aos hidrogênios H-2’ e H-6’ e o sinal em δH 

6,74 aos hidrogênios H-3’ e H-5’ (Figura 46, p. 82). 

Os sinais para dois hidrogênios aromáticos em δH 5,96 e 5,97 com acoplamento 

meta (d, J = 2,25 Hz, 1H), respectivamente, são indicativos de Hidrogênios do anel A 

tetra-substituído de flavonoide e, foram atribuídos a H-6 e H-8, respectivamente. O 

espectro apresentou um sinal em δH 3,72 (s, 3H) atribuído a uma metoxila (Figura 44, p. 

80 e Figura 45, p. 81). 

Nesse espectro de 1H RMN foi observado ainda a presença de sinais em H 5,29 

(dd, J = 3,0 e 12,9 Hz, 1H), 2,65 (dd, J = 2,98 e 17,18 Hz, 1H) e 3,06 (dd, J = 17,20 e 

12,95 Hz, 1H), cuja multiplicidade indica que a Substância 6 é uma flavanona, sendo o 

primeiro duplo dubleto atribuído ao H-2 e os outros dois duplos dubletos aos hidrogênios 

H-3 (Figura 44, p. 80 e Figura 45, p. 81). Os valores da constante de acoplamento de H-2 

(J = 12,9 e 3,0 Hz), remetem a acoplamento axial-axial e axial-equatorial, sugerindo o 

substituinte em C-2 em posição equatorial. 

O espectro de 13C RMN (125 MHz, CD3OD) (Figura 40, p. 76) (Tabela 17, p. 75) 

apresentou 14 sinais correspondentes a 16 átomos de carbono. Os sinais em δC 129,55, 

127,68, 114,95, 102,67, 94,34 e 93,55 foram atribuídos a carbonos de natureza aromática. 

O deslocamento químico em δC 196,86 é característico de carbonila cetônica 

conjugada e foi atribuído ao C-4. O sinal em δC 42,65 (C-3), de carbono metilênico, indica 



 

 

73 

 

que não há dupla ligação entre os carbonos C-2 (δC 79,22) e C-3 do anel C do flavonóide, 

podendo assim propor a estrutura de uma flavanona. Os sinais em δC 94,34 e 93,55 foram 

atribuídos aos carbonos C-6 e C-8 da Substância 6 e o sinal em δC 168,14 ao C-7. Os 

sinais dos carbonos C-2'/C-6' e C-3'/C-5' aparecem sobrepostos no espectro de 13C em δC 

127,68 e 114,95, respectivamente (Figura 41, p. 77 e Figura 42, p. 78). O sinal em δC 

54,90 sugere a presença de uma metoxila na molécula. A posição da metoxilação pode 

ser identificada por comparação dos deslocamentos dos carbonos oxigenados (C-5, C-7 e 

C-4') e dos carbonos em posição orto aos carbonos oxigenados da Substância 6 (C-6, C-

8, C-3' e C-5') com os deslocamentos dos respectivos carbonos da flavanona tri-

hidroxilada Narigenina, isto porque, o sinal do carbono diretamente metoxilado aparece 

em campo mais baixo enquanto os carbonos em posição orto à metoxilação aparecem em 

campo mais alto (MARKHAM et al., 1978). A comparação dos deslocamentos dos 

carbonos oxigenados e dos carbonos em posição orto da Substância 6 e da Narigenina 

sugere que a metoxilação ocorre no C-7 (Tabela 18, p. 75). A análise dos espectros de 1H 

e 13C RMN indica que a Substância 6 trata-se de uma flavanona com fórmula molecular 

C16H14O5. 

A análise dos dados de 1H e 13C RMN obtidos e a comparação com os dados da 

literatura (VASCONCELOS et al., 1998) permitiu a identificação da Substância 6 como 

a flavanona Sakuranetina (Figura 39, p. 73), sendo esse o primeiro relato da identificação 

desta flavanona no gênero Erythroxylum. 

 

  

 

 

 

Figura 39. Estrutura química da Sakuranetina. 
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Tabela 16. Dados de RMN de 1H (δH, CD3OD, 500 MHz) da Substância 6 e comparação com 

os dados da literatura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H 1H (ppm) da Substância 6 1H (ppm) da Sakuranetina (VASCONCELOS et al., 1998) 

2 5,29 (dd, J = 12,9 e 3,0 Hz) 5,36 (dd, J = 3,5 e 13,5 Hz) 

3 3b 2,65 (dd, J = 17,2 e 3,0 Hz) 3a 3,10  (dd, J = 13,5 e 17,2 Hz) 

 3a 3,06 (dd, J = 17,2 e 12,9 Hz) 3b 2,79 (dd, J = 3,5 e 17,2 Hz) 

4   

5   

6 5,97 (d, J = 2,3 Hz) 6,08 (d, J  = 2,3 Hz) 

7   

8 5,96 (d, J = 2,3 Hz) 6,05 (d, J = 2,3 Hz) 

9   

10   

1'   

2' 7,24 (d, J = 8,6 Hz) 7,34 (d, J = 8,6 Hz) 

3' 6,74 (d, J = 8,6 Hz) 6,89 (d, J = 8,6 Hz) 

4'   

5' 6,74 (d, J = 8,6 Hz) 6,89 (d, J = 8,6 Hz) 

6' 7,24 (d, J = 8,66 Hz) 7,34 (d, J = 8,6 Hz) 

O-CH3 (7) 3,72 (s) 3,81 (s) 

OH-5  12,03 (s) 
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Tabela 17. Dados de RMN de 13C (δC, CD3OD, 125 MHz) da Substância 6 e comparação com 

os dados da literatura. 

 

 

 

Tabela 18. Comparação dos dados de RMN de 13C da Substância 6 com os deslocamentos de 

RMN de 13C da Narigenina. 

 

 

 

C 13C (ppm) da Substância 6 13C (ppm) da Sakuranetina (VASCONCELOS et al., 1998) 

2 79,22 80,0 

3 42,65 43,2 

4 196,86 196,0 

5 163,85 164,2 

6 94,34 95,1 

7 168,14 168,0 

8 93,55 94,2 

9 163,33 162,9 

10 102,67 103,1 

1' 129,55 130,5 

2' 127,68 128,0 

3' 114,95 115,6 

4' 157,69 156,1 

5' 114,95 115,6 

6' 127,68 128,0 

O-CH3 (7) 54,90 55,7 

 
13C (ppm) 

Substância 6 

13C (ppm) Narigenina 

(MARKHAM; TERNAI, 1976) 

5 163,85 163,3 

6 94,34 95,8 

7 168,14 166,4 

8 93,56 94,9 

3’ 114,95 115,1 

4' 157,69 157,4 

5’ 114,95 115,1 
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Figura 40. Espectro RMN de 13C (125 MHz, CD3OD) da Substância 6. 
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Figura 41. Espectro RMN de 13C (125 MHz, CD3OD) da Substância 6: expansão da região entre 40 e 130 ppm. 
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Figura 42. Espectro RMN de 13C (125 MHz, CD3OD) da Substância 6: expansão da região entre 145 e 215 ppm. 
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Figura 43. Espectro RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) da Substância 6. 
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Figura 44. Espectro RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) da Substância 6: expansão da região entre 2,55 e 3,8 ppm. 
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Figura 45. Espectro RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) da Substância 6: expansão da região entre 5,15 e 6,05 ppm. 
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Figura 46. Espectro RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) da Substância 6: expansão da região entre 6,55 e 7,45 ppm. 
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4.9.2. Identificação da Substância 7  

A Substância 7 foi isolada do extrato hexânico das folhas de E. loefgrenii, na 

cromatografia em camada delgada apresentou reação positiva ao revelador de 

Liebermann–Burchard (Rf 0,82 – Diclorometano / Metanol (8:2)) com ponto de fusão na 

faixa de 279,4 – 283,7 °C. 

A Substância 7 (15 mg) foi identificada a partir da cromatografia em camada 

delgada, utilizando o padrão de β-sitosterol glicosilado (Rf 0,82). A comparação do índice 

de retenção obtida para o padrão (ponto 1) e para a Substância 7 (ponto 2) e o perfil 

apresentado pelos pontos frente ao revelador de Liebermann-Burchard, utilizado na 

detecção de triterpenos e esteroides, nos permitem concluir que a Substância 7 se trata do 

β-sitosterol glicosilado (Figura 47, p. 83).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. (a) Placa cromatográfica: Ponto 1 – Padrão de β-sitosterol glicosilado; Ponto 2 – 

Substância 7. (b) Estrutura química do β-sitosterol glicosilado. 

1    2 

(a) (b) 
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4.10. Identificação Estrutural dos Constituintes Químicos Isolados do 

Extrato AcOEt das folhas de E. loefgrenii  

4.10.1. Identificação da Substância 8 

A Substância 8 foi isolada do extrato AcOEt das folhas de E. loefgrenii como um 

pó amarelo amorfo, solúvel em piridina. Na CCDC usando como eluente a mistura 

DCM/MeOH (8:2) apresentou Rf 0,44 e reação positiva ao revelador de AlCl3, sugerindo 

que essa substancia tratava-se de um flavonoide. 

O espectro de 1H RMN (500 MHz, DMSO-d6) (Figura 49, p. 89) (Tabela 20, p. 

88) da Substância 8 apresentou sinais característicos de hidrogênios aromáticos em δH 

6,37, 6,69, 7,04, 7,54 e 7,74.  

A multiplicidade e as constantes de acoplamento dos sinais em δH 6,38 (d, J = 2,40 

Hz, 1H) e 6,69 (d, J = 2,30 Hz, 1H) indicam que estes Hidrogênios estão meta 

posicionados, sugerindo a presença de um anel A tetra-substituído de flavonoide. Assim 

esses sinais foram atribuídos aos H-8 e H-6, respectivamente (Figura 52, p. 92). 

Enquanto que, o registro do sinal para um Hidrogênio em acoplamento meta (δH 

7,54; d, J = 2,20 Hz, 1H), do sinal para um Hidrogênio em acoplamento orto (δH 7,04, d, 

J = 8,70 Hz, 1H) e do sinal para Hidrogênio com acoplamentos orto e meta (δH 7,73, dd, 

J = 2,28 e 8,63 Hz, 1H), que foram atribuídos aos H-2', H-5' e H-6', respectivamente, 

indicam a presença um anel B tri-substituído de flavonoide (Figura 53, p. 93). 

Ainda no espectro de 1H RMN observa-se dois sinais em δH 3,86 (s, 3H) e 3,87 (s, 

3H) característicos de metoxilas. A posição dos sinais dos prótons H-6' e H-2' no espectro 

de 1H sugere que uma das metoxilas está localizada no C-4', uma vez que o sinal do próton 

H-2' aparece em campo mais alto que o sinal do próton H-6' quando a metoxila está no 

C-4' (MABRY et al., 1970).  

Além disso, esse espectro mostrou sinais de hidrogênios metilênicos e metílicos 

em δH 5,39, 4,39, 3,70 e 0,97 que sugerem a presença de duas unidades osídicas. Os sinais 

em δH 5,39 (d, J = 7,45 Hz) e 4,39 (d, J = 1,6 Hz) foram atribuídos aos hidrogênios 

anoméricos de uma unidade de glicose (H-1'') e de uma unidade de ramnose (H-1'''), 

respectivamente. Os dubletos em δH 3,70 (J = 10,35 Hz, 2H) e 0,97 (J = 6,25 Hz, 3H) são 

característicos da presença de uma unidade glicose e uma unidade de ramnose, sendo 
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atribuídos aos hidrogênios H-6'' e H-6''', respectivamente (Figura 50, p. 90, Figura 51, p. 

91 e Figura 52, p. 92). 

A análise dos sinais dos hidrogênios anoméricos sugere que a glicose e a ramnose 

formam um dissacarídeo com a glicose ligando-se diretamente ao flavonoide (açúcar 

primário) e a ramnose como o açúcar terminal. Esses sinais sugerem, ainda, que a ligação 

da ramnose com a glicose ocorre através da hidroxila no C-6'' (MARKHAM; GEIGER, 

1986).  

No espectro de 13C RMN (125 MHz, DMSO-d6) (Figura 54, p. 94) (Tabela 19, p. 

87) observamos ainda a presença de sinais característicos da presença de ligação dupla 

entre os Carbonos C-2 e C-3 do anel C em δC 133,81 e 156,3 que foram atribuídos aos 

carbonos C-3 e C-2, respectivamente. O sinal em δC 177,55 foi atribuído à carbonila em 

C-4. A presença das duas metoxilas foi confirmada pelos sinais em δC 55,62 e 56,09 

(Figura 55, p. 95 e Figura 57, p. 97). 

No espectro de 13C RMN encontramos sinais em δC 101,15 e 100,79 (C-1'' e C-

1''') que podem ser atribuídos aos carbonos anoméricos de duas unidades osídicas. Ainda 

nesse espectro, observamos um sinal em δC 17,73 atribuído ao carbono metílico da 

ramnose (C-6''') e em δC 66,87 referente ao carbono metilênico da glicose (C-6''). Os 9 

sinais observados na região compreendida entre δC 66,9 e 76,4 confirmam a presença de 

duas unidades osídicas na estrutura (Figura 55, p. 95 e Figura 56, p. 96). 

A análise dos δC indica que o flavonoide está glicosilado através do carbono C-3, 

a constante de acoplamento do hidrogênio anomérico da glicose em δH 5,39 (d, J = 7,45 

Hz) indica que a ligação glicosídica ao flavonoide ocorre através da glicose numa 

configuração β. Desta maneira, podemos inferir que as unidades de glicose e ramnose 

formam o dissacarídeo conhecido como rutinose ligado ao flavonoide por O-glicosilação 

através do carbono C-3. 

O espectro de 13C RMN apresentou 29 sinais no total, dos quais 15 foram 

atribuídos ao esqueleto do flavonoide, 12 sinais à unidade de dissacarídeo e os 2 sinais 

restantes correspondem às duas metoxilas. A análise dos dados de 13C e 1H RMN indicou 

que a Substância 8 trata-se de um flavonoide com fórmula molecular C29H34O16. A análise 

dos espectros de 1H e 13C e a comparação com os dados da literatura permitiram chegar à 

identificação estrutural da Substância 8, sendo identificada como o flavonoide glicosilado 

7,4’-di-O-metilquercetina-3-O-β-rutinosídeo conhecido como ombuina-3-rutinosídeo.  
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Bohm et al. (1988) analisaram 13 espécies de Erythroxylum e identificaram a 

presença deste flavonoide em 11 espécies. González-Guevara et al. (2006) identificaram 

o flavonoide ombuina-3-rutinosídeo em quatro espécies cubanas de Erythroxylum: E. 

minutifolium Griseb., E. areolatum Linn., E. confusum Britt., e E. suave Lunan. Estudos 

recentes relatam o isolamento deste flavonoide nas espécies E. suberosum 

(NASCIMENTO et al., 2012; NASCIMENTO, 2014), E. alaternifolium var. 

alaternifolium (CÓRDOVA et al., 2012) e E. pulchrum (ALBUQUERQUE et al., 2014). 

Estes resultados confirmam que a presença de ombuina glicosiladas é marcador 

quimiotaxonômico característico do gênero Erythroxylum.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48. Estrutura química da Ombuina-3-rutinosídeo. 
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Tabela 19. Dados de RMN de 13C (δC, DMSO-d6, 125 MHz) da Substância 8 e comparação com 

os dados da literatura. 

 

 

 
13C (ppm) da Ombuina-3-rutinosídeo 

(ALBUQUERQUE et al., 2014) 
13C (ppm) da Substância 8 

2 156,3 156,43 

3 134 133,81 

4 177,4 177,55 

5 160,8 160,88 

6 97,9 97,97 

7 165,1 165,16 

8 92,2 92,27 

9 156,5 156,74 

10 104,8 105,02 

OMe (7) 55,6 55,62 

OMe (4') 56,1 56,09 

1' 122,3 122,41 

2' 115,7 115,77 

3' 145,7 145,89 

4' 150 150,15 

5' 111,1 111,34 

6' 121,5 121,53 

1'' 101,1 101,15 

2'' 74 74,04 

3'' 75,7 75,82 

4'' 70,3 70,59 

5'' 76,4 76,39 

6'' 66,8 66,87 

1''' 100,7 100,79 

2''' 70,5 70,36 

3''' 69,8 69,84 

4''' 71,8 71,80 

5''' 68,1 68,24 

6''' 17,6 17,73 
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Tabela 20. Dados de RMN de 1H (δH, DMSO-d6, 500 MHz) da Substância 8 e comparação com 

os dados da literatura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 1H (ppm) da Ombuina-3-rutinosídeo 

(ALBUQUERQUE et al., 2014) 
1H (ppm) da Substância 8 

2   

3   

4   

5   

6 6,36 (d, J = 2,0 Hz) 6,38 (d, J = 2,40 Hz) 

7   

8 6,67 (d, J = 2,0 Hz) 6,69 (d, J = 2,30 Hz) 

9   

10   

OMe 3,88 (s) 3,86 (s) 

OMe 3,88 (s) 3,87 (s) 

1'   

2' 7,55 (d, J = 2,0 Hz) 7,54 (d, J = 2,20 Hz) 

3'   

4'   

5' 7,04 (d, J = 8,5 Hz) 7,04 (d, J = 8,70 Hz) 

6' 7,72 (dd, J = 2,5 e 8,5 Hz) 7,73 (dd, J = 2,28 e 8,63 Hz) 

1'' 5,38 (d, J = 7,5 Hz) 5,39 (d, J = 7,45 Hz) 

2'' 3,22 m  

3'' 3,25 m  

4'' 3,39 m 3,40 m 

5'' 3,24 m  

6'' 3,70 (d, J = 11,0 Hz) 3,70 (d, J = 10,35 Hz) 

1''' 4,39 sl 4,39 (d, J = 1,6 Hz) 

2''' 3,29 m  

3''' 3,08 m 3,08 m 

4''' 3,07 m  

5''' 3,26 m  

6''' 0,97 (d, J = 6,0 Hz) 0,97 (d, J = 6,25 Hz) 
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Figura 49. Espectro RMN de 1H (500 MHz, DMSO-d6) da Substância 8. 
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Figura 50. Espectro RMN de 1H (500 MHz, DMSO-d6) da Substância 8: expansão da região entre 0,7 e 1,2 ppm. 
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Figura 51. Espectro RMN de 1H (500 MHz, DMSO-d6) da Substância 8: expansão da região entre 3,65 e 4,45 ppm. 
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Figura 52. Espectro RMN de 1H (500 MHz, DMSO-d6) da Substância 8: expansão da região entre 5,4 e 6,7 ppm. 
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Figura 53. Espectro RMN de 1H (500 MHz, DMSO-d6) da Substância 8: expansão da região entre 7,0 e 7,75 ppm. 
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Figura 54. Espectro RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6) da Substância 8. 
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Figura 55. Espectro RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6) da Substância 8: expansão da região entre 16 e 62 ppm. 
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Figura 56. Espectro RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6) da Substância 8: expansão da região entre 60 e 106 ppm. 



 

 

97 

 

 

 

 

Figura 57. Espectro RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6) da Substância 8: expansão da região entre 110 e 185 ppm. 
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5. CONCLUSÃO 

Este trabalho é o primeiro relato de estudo fitoquímico realizado com a espécie E. 

loefgrenii, contribuindo, desta maneira, para o conhecimento da composição química das 

espécies de Erythroxylaceae que ocorrem no Brasil.  

Analisando-se os constituintes químicos isolados neste trabalho, pôde-se verificar 

que a E. loefgrenii, a exemplo de outras espécies da família Erythroxylaceae, apresenta 

uma composição química diversificada. 

Dos extratos orgânicos das folhas de E. loefgrenii, foram isoladas três substâncias: 

dois flavonoides (Sakuranetina e Ombuína-3-rutinosídeo) e o β-sitosterol glicosilado.  Já 

do extrato orgânico do caule de E. loefgrenii, foram isoladas cinco substâncias com 

destaque para os triterpenos friedelina, friedelanol e taraxerol. 

Com relação aos testes de atividades biológicas realizados com os extratos obtidos 

dos caules e das folhas E. loefgrenii, destaca-se o extrato ELFAcOEt das folhas que 

apresentou toxicidade moderada frente a A. salina e elevada atividade antioxidante nos 

dois métodos testados, a presença dos compostos isolados justifica as atividades relatadas 

para E. loefgrenii. O teste de correlação de Pearsons demonstrou uma forte correlação 

entre o teor de compostos fenólicos totais presentes nos extratos do caule e das folhas de 

E. loefgrenii e a atividade antioxidante.  

Os extratos estudados e as substâncias isoladas apresentam potencial para a 

continuidade dos estudos de atividade biológica, uma vez que a literatura menciona 

inúmeras atividades biológicas relacionadas as substâncias presentes nos extratos como 

antitumoral, antiinflamatória e antioxidante.  
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