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A família Lecythidaceae consiste em cerca de 230 espécies, classificada em 10 
gêneros. A espécie Cariniana domestica (Mart) Miers é uma das diversas espécies 
de Jequitibá, as árvores milenares mais antigas do Brasil. O presente estudo teve o 
objetivo de caracterizar quimicamente a espécie, visando contribuir para um maior 
conhecimento sobre a família Lecythidaceae. As cascas de C. domestica foram 
coletadas no município de Tangará da Serra-MS e o material foi catalogado sob o 
registro SMDB 11818 no departamento de Biologia da UFSM. O material vegetal foi 
seco, triturado e moído. O pó obtido foi submetido à maceração hidroalcóolica (7:3, 
v/v), seguindo-se de concentração em evaporador rotatório. A partição do extrato 
aquoso remanescente originou as frações F-CH2Cl2, F-AcOEt e F-BuOH. Os 
procedimentos cromatográficos de isolamento levaram à obtenção do fitoesteróis (�-
sitosterol + estigmasterol) e triterpenos pentacíclicos (lupeol + �-amirina), os quais 
foram identificados por métodos espectroscópicos (1H-RMN e 13C-RMN) e 
cromatográficos (CG/EM e CLAE). Adicionalmente, foi avaliada a capacidade 
antioxidante frente ao radical DPPH, bem como utilizando o método do TBARS. 
Foram ainda realizadas dosagens investigativas quanto ao teor de polifenóis totais e 
flavonóides e um perfil cromatográfico para identificação de alguns compostos 
fenólicos também foi traçado. Os ensaios com o radical DPPH revelaram elevada 
capacidade seqüestradora de radicais livres, sendo que os valores de IC50 obtidos 
variaram de 6,5 ± 0,81 a 19,5 ± 1,32 µg/mL. No ensaio do TBARS, os valores de IC50 
obtidos variaram de 11,11 ± 0,85 a 44,5 ± 2,31. A determinação de polifenóis totais 
revelou um teor variável de 54,6 ± 0,33 a 309,3 ± 2,73 mg/g. As determinações de 
flavonóides totais e taninos condensados variaram de  12,0 ± 0,12 a 14,18 ± 0,1 
mg/g e 131 ± 0,03 a 149,7 ± 0,22, respectivamente. A análise por CLAE revelou a 
presença dos ácidos gálico, caféico e clorogênico, além dos flavonóides rutina, 
quercetina e campferol. Na fração diclorometano foram identificados os carotenóides 
licopeno e �-caroteno. Os resultados obtidos demonstram que a espécie C. 
domestica apresenta propriedades antioxidantes e os compostos identificados pela 
primeira vez para esta espécie podem estar relacionados com seus usos populares. 

 
 
Palavras-chave: Cariniana domestica, Lecythidaceae, triterpenos, CLAE, DPPH 
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AUTHOR: Vanessa Janovik 

ADVISER: Margareth Linde Athayde 
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The Lecythidaceae family consists of about 230 species, classified in some 10 
genera. The species Cariniana domestica (Mart) Miers is one of several Jequitibá 
species, the oldest and millenary trees from Brazil. The present work developed 
studies with the aim of characterize the species when concerning to chemical 
aspects, in order to contribute to the knowledge improvement about Lecythidadeae 
family. The barks of C. domestica were collected in Tangará da Serra-MS. Exsiccate 
was archived as voucher specimen in the herbarium of Department of Biology at 
UFSM (SMDB 11818). Plant material was dried, crushed and powdered. The powder 
was submitted to hidroalcoolic maceration (7:3, v/v) and concentrated under reduced 
pressure. The remained aqueous extract was partitioned to obtain the fractions F-
CH2Cl2, F-AcOEt e F-BuOH. Chromatographic procedures led to the isolation of 
phytosterols (�-sitosterol + stigmasterol) and pentacyclic triterpenes (lupeol + �-
amyrin), which were identified by means of spectroscopic (1H-NMR and 13C-NMR) 
and chromatographic (GC/MS and HPLC) methods. Additionally, the antioxidant 
capacity was evaluated by measuring its scavenging ability on DPPH and also using 
TBARS assay. Contents of total polyphenolic and flavonoid were measured as well 
as a chromatographic profile searching for phenolic substances was determined.. 
From F-CH2Cl2, DPPH assay revealed high scavenging ability with IC50 values that 
ranged from 6.5 ± 0.81 to 19.5 ± 1.32 µg/mL. IC50 values obtained with TBARS assay 
ranged from 11.11 ± 0.85 to 44.5 ± 2.31 µg/mL. Polyphenolic contents varied from 
54.6 ± 0.33 to 309.3 ± 2.73 mg/g. Total flavonoid and condensed tannin contents 
varied from 12.0 ± 0.12 to 14.18 ± 0.1 and 131 ± 0.03 to 149.7 ± 0.22, respectively. 
HPLC analysis revealed the presence of gallic, caffeic and chlorogenic acids, as well 
as the flavonoids rutin, quercetin and kaempferol. The carotenoids lycopene and �-
carotene were identified in dichloromethane fraction. The results revealed that the 
species C. domestica achieves antioxidant properties and the compounds identified 
for the first time for this species can be related to its popular uses.  
 
 
Key-words: Cariniana domestica, Lecythidaceae, triterpenes, HPLC, DPPH 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tão antigo 

quanto a espécie humana. O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza 

muitas vezes o único recurso terapêutico de muitas comunidades e grupos étnicos. 

(MACIEL et al., 2002). 

A evolução da arte de curar possui numerosas etapas, porém, torna-se difícil 

delimitá-las com exatidão, já que a medicina esteve por muito tempo associada às 

práticas mágicas, místicas e ritualísticas.  A preocupação com a cura de doenças, ao 

longo da história da humanidade, sempre se fez presente. Sabemos que os 

alquimistas, na tentativa de descobrir o "elixir da vida eterna", contribuíram, e muito, 

na evolução da arte de curar. Esta medicina tradicional permanece até os dias de 

hoje, com base em práticas mantidas há milhares de anos (PEREIRA et al., 2004). 

As plantas medicinais respondem por cerca de 25% do total das prescrições 

médicas em países industrializados. Nos países em desenvolvimento, a participação 

de plantas medicinais no arsenal terapêutico alcança 80%. Utilizadas como matéria-

prima para a produção de extratos ou para o isolamento de substâncias naturais 

puras, representam uma área em franca expansão. Adquirem importância cada vez 

maior as substâncias naturais puras e os extratos purificados ou padronizados, que 

permitem uma caracterização analítica e preenchem adequadamente aos requisitos 

de qualidade, eficácia e segurança, exigidos de qualquer medicamento moderno, 

seja ele natural ou sintético (SHARAPIN, 2000).  

Outro aspecto a ser ressaltado é a quantidade de plantas existente no 

planeta, sendo que a maioria é desconhecida sob o ponto de vista científico, onde 

entre 250-500 mil espécies, somente cerca de 5% têm sido estudadas 

fitoquimicamente e uma porcentagem ainda menor é avaliada sob os aspectos 

biológicos (CECHINEL FILHO, 1997).  

A importância das plantas medicinais deve-se também por serem fontes 

naturais de fármacos e por proporcionarem chances de obter-se uma molécula 

protótipo, devido à diversidade de constituintes que apresentam. No entanto, 

inúmeras plantas utilizadas em preparações fitoterápicas precisam de um maior 
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controle de qualidade, uma vez que podem apresentar também substâncias tóxicas 

ou composição química muito variável (CALIXTO, 2000; NOLDIN et al., 2002). 

As observações populares sobre o uso e a eficácia de plantas medicinais 

contribuem de forma relevante para a divulgação das virtudes terapêuticas dos 

vegetais, prescritos com freqüência, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar 

de não terem seus constituintes químicos conhecidos. Dessa forma, usuários de 

plantas medicinais de todo o mundo mantêm em voga a prática do consumo de 

fitoterápicos, tornando válidas as informações terapêuticas que foram sendo 

acumuladas durante séculos. De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal 

desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo áreas 

multidisciplinares, como por exemplo, a botânica, a farmacologia e a fitoquímica, que 

juntas enriquecem os conhecimentos sobre a inesgotável fonte medicinal natural: a 

flora mundial (MACIEL et al., 2002). 

As pesquisas com plantas medicinais envolvem investigações da medicina 

tradicional e popular (etnobotânica); isolamento, purificação e caracterização de 

princípios ativos (química orgânica: fitoquímica); investigação farmacológica de 

extratos e dos constituintes químicos isolados (farmacologia); transformações 

químicas de princípios ativos (química orgânica sintética); estudo da relação 

estrutura/atividade e dos mecanismos de ação dos princípios ativos (química 

medicinal e farmacológica) e finalmente, a operação de formulações para a 

produção de fitoterápicos. A integração destas áreas na pesquisa de plantas 

medicinais conduz a um caminho promissor e eficaz para descobertas de novos 

medicamentos (MACIEL et al., 2002). 

A elucidação dos componentes ativos presentes nas plantas, bem como seus 

mecanismos de ação, vem sendo um dos maiores desafios para a química 

farmacêutica, bioquímica e a farmacologia. As plantas contêm inúmeros 

constituintes, e seus extratos quando testados podem apresentar efeitos sinérgicos 

entre os diferentes princípios ativos devido à presença de compostos de classes ou 

estruturas diferentes contribuindo para a mesma atividade.  Além disto, os compostos 

naturais podem ser modificados em sua forma estrutural original, possibilitando 

desta forma o planejamento racional de novas moléculas e obtenção de estruturas 

mais seguras e eficazes, além de poderem apresentar propriedades farmacológicas 

não esperadas (RATES, 2001).  
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A família Lecythidaceae é conhecida como a “família da castanha do Brasil” e 

possui pelo menos 287 espécies tipicamente tropicais. Os trabalhos relacionados 

com estudos químicos de espécies desta família conduziram a identificação de 

triterpenos pentacíclicos, saponinas, ácido elágico e alcalóides do tipo indolo [2,1-b] 

quinazolínicos. Foram descritos diversos compostos triterpênicos para espécies dos 

gêneros Eschweilera e Gustavia (SOUZA et al., 2001; CARVALHO et al., 1998). O 

gênero Cariniana engloba as diversas espécies de Jequitibá, as árvores milenares 

mais antigas do Brasil.  
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2. OBJETIVOS 
 
 2.1 Objetivos gerais 
 

 O objetivo geral deste trabalho foi a avaliação da constituição química da 

espécie Cariniana domestica (Mart) Miers. 

 

 2.2 Objetivos específicos 

 

 �  Isolamento de metabólitos secundários por métodos cromatográficos; 

 � Realizar a identificação dos compostos isolados utilizando métodos  

 espectroscópicos (RMN de 1H e 13C) e cromatográficos (CLAE e CG/EM); 

 � Quantificar os compostos isolados utilizando CLAE; 

 � Obter perfil cromatográfico do extrato bruto e das frações; 

 � Determinar a capacidade antioxidante pelo método do DPPH; 

 � Avaliar a inibição da peroxidação lipídica pelo método do TBARS; 

 � Realizar a dosagem de polifenóis totais pelo método de Folin-Ciocalteau; 

 � Realizar a dosagem de flavonóides totais e taninos condensados. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 A importância do conhecimento em plantas medicinais 

 

O sistema público de saúde no Brasil não possui uma política de assistência 

farmacêutica capaz de suprir as necessidades medicamentosas da população, 

sobretudo nas regiões mais pobres, onde a população carente apresenta 

dificuldades para obter os medicamentos essenciais, bem como adoece muito mais 

(COSENDEY et al., 2000). Com a descentralização do poder público, o município 

atinge a gestão plena, com autonomia para implantar programas de assistência à 

saúde, quando necessários. Estados e municípios brasileiros vêm realizando nas 

duas últimas décadas a implantação de Programas de Fitoterapia na atenção 

primária à saúde, com o intuito de suprir as carências medicamentosas de suas 

comunidades. (OGAVA et al., 2003; MICHILIS, 2004).  

A experiência mais antiga que influenciou a criação de programas de 

fitoterapia no Brasil foi o Programa Farmácias Vivas, criado pelo professor Francisco 

José de Abreu Matos da Universidade Federal do Ceará, há mais de vinte anos. É o 

primeiro programa de assistência social farmacêutica baseado no emprego científico 

de plantas medicinais desenvolvido no Brasil, tendo por objetivo produzir 

medicamentos fitoterápicos acessíveis à população carente (MATOS, 1998). 

A vasta gama de informações sobre o uso de plantas como remédios em 

todos os lugares do mundo leva à necessidade do desenvolvimento de métodos que 

facilitem o dispendioso processo de avaliar cientificamente o valor terapêutico de 

espécies vegetais. (ELISABETSKY, 1999). 

 Dessa forma, a fitoquímica torna-se importante no descobrimento de novos 

princípios ativos, tendo em vista que alguns compostos originados de plantas não 

podem ser ou nunca foram quimicamente sintetizados (FRANÇA, 1999). Um 

exemplo desses fármacos sintéticos são os hormônios e anticoncepcionais obtidos a 

partir de sapogeninas extraídas de matérias primas vegetais (MATOS, 1998).  

 Em nosso país, os estudos científicos envolvendo produtos naturais ativos, 

suas indicações e contra-indicações, podem proporcionar aos fitofármacos um maior 

nível de aceitação médica, respaldados pela comprovação de sua eficácia 

terapêutica em experimentos farmacológicos pré-clínicos e clínicos. Este fato é de 
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extrema importância, considerando-se que o Brasil se encontra atualmente nas 

primeiras posições no mercado mundial de fármacos, necessitando urgentemente 

que as indústrias de fitofármacos existentes se desenvolvam para competir inclusive 

a nível internacional (CECHINEL FILHO, 1997).  

Assim, a química de produtos naturais tem por objetivo o esclarecimento e 

registro dos constituintes resultantes do metabolismo secundário dos seres vivos, 

principalmente no campo da fitoquímica, através do seu isolamento e elucidação de 

suas estruturas moleculares (SILVA et al., 2006). 

É neste contexto social que as plantas medicinais e os fitoterápicos adquirem 

importância como agentes terapêuticos e, por isso, devem ser prioritariamente 

analisados. 

 

3.2 Produtos Naturais  

 

Os metabólitos secundários produzidos por plantas tiveram um papel 

fundamental no desenvolvimento da química orgânica s. Isso resultou no isolamento 

de alguns princípios ativos de plantas, já então conhecidas como medicinais. Desses 

estudos foram obtidas algumas substâncias que se consagraram como princípios 

ativos eficazes, e que até hoje, ainda são muito empregados no tratamento de certas 

doenças, a exemplo da morfina, quinina, cânfora, e cocaína. A natureza, de forma 

geral, tem produzido a maioria das substâncias orgânicas conhecidas. Desta forma, 

as plantas constituem-se num enorme laboratório de síntese orgânica, fruto de 

milhões de anos de evolução e adaptação sobre a terra (MONTANARI, BOLZANI, 

2001). 

A procura por fármacos a partir de um “screening” com uma variedade de 

espécies vegetais para testes biológicos específicos é uma das formas racionais 

adotadas para a obtenção de fármacos de origem vegetal. A busca por estes futuros 

candidatos a fármacos difere dos meios sintéticos devido a diversidade molecular e 

pela funcionalidade biológica (NISBET, MOORE, 1997). 

O isolamento das primeiras substâncias naturais puras do reino vegetal 

começou a ocorrer no século XVIII. Os séculos XVIII e XIX caracterizaram-se pelas 

técnicas de extração, principalmente de ácidos orgânicos e alcalóides. Nesta época 



21 
 

 
 

foram realizados importantes isolamentos de substâncias como a morfina, quinina e 

estricnina (PINTO et al., 2002).  

Os produtos naturais fornecem medicamentos úteis cuja produção na forma 

sintética é difícil e muitas vezes inviável economicamente. De fontes naturais 

também podem ser retirados compostos básicos que modificados se tornam mais 

eficazes e menos tóxicos (ROBBERS et al., 1997). 

Alguns exemplos de produtos naturais obtidos e modificados incluem a 

aspirina. A salicinina e a salicigenina isoladas de Salix alba e Filipendula ulmaria 

respectivamente, são derivadas do ácido salicílico, que apresenta propriedades 

analgésicas e antiinflamatórias conhecidas. Uma modificação estrutural simples 

como uma acetilação, foi capaz de fornecer o ácido acetilsalicílico, amplamente 

utilizado (HOSTTETMANN et al., 2003). 

Outro exemplo é a Papaver soniferum, a papoula, espécie da qual é extraído 

o ópio. Um dos constituintes majoritários do ópio é a morfina, um alcalóide com 

propriedades narcóticas e analgésicas. A partir da morfina foi sintetizada a 

diacetilmorfina, comercializada inicialmente como antitussígeno, sendo tão eficaz 

que foi denominada uma substância heróica, daí o nome heroína (HOSTTETMANN 

et al., 2003). 

Das cascas de Cinchona spp. foi isolada a quinina, um alcalóide utilizado 

durante muito tempo como antimalárico e que serviu como protótipo para descoberta 

de outros derivados antimalariais como a cloroquina e a mefloquina (BARREIRO, 

FRAGA, 2001). 

Uma das classes mais abundantes de metabólitos secundários presente nas 

plantas são os triterpenos e fitoesteróis. O ácido betulínico, por exemplo, apresenta 

moderada atividade antitumoral e anti-HIV, sendo que um derivado denominado 

Berivimat apresentou intensa atividade anti-HIV e encontra-se em fases avançadas 

de testes clínicos (KUO et al., 2009). 

 

3.3 Atividade antioxidante 

 

Atualmente, numerosas pesquisas sugerem que o estresse oxidativo está 

envolvido na patogênese de muitas doenças incluindo desordens 

neurodegenerativas, câncer, diabetes e doenças cardiovasculares, atuando também 
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no processo de envelhecimento. O estresse oxidativo é definido como um 

desequilíbrio que ocorre no balanço da produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) como o peróxido de hidrogênio, o ânion superóxido e radicais hidroxila, bem 

como na habilidade de sistemas biológicos enzimáticos e não enzimáticos 

protegerem o organismo contra tais danos. Como conseqüência do estresse 

oxidativo pode ocorrer oxidação de proteínas, lipídios e DNA, que podem levar à 

degeneração e até morte celular (Figura 1). Diferentes estratégias terapêuticas têm 

sido propostas para a prevenção e tratamento de doenças mediadas por EROs, com 

ênfase especial na terapia com antioxidantes (PAZ et al., 2010; VALKO et al., 2007; 

EMERIT et al., 2004). 

 

 

 
Figura 1 - Principais causas e conseqüências da ação dos radicais livres 

(reproduzido de Ferreira, Abreu, 2002) 

 

Antioxidantes são substâncias que retardam ou previnem significativamente a 

oxidação de lipídios e outras moléculas ao inibirem a iniciação ou a propagação da 

reação de oxidação em cadeia, além de prevenirem ou repararem danos 

ocasionados às células pelas espécies reativas de oxigênio (AL-MAMARY et al., 

2002; CHANWITHEESUK et al., 2005;). As substâncias com núcleo fenólico como 

os tocoferóis, os flavonóides e ácidos fenólicos apresentam destaque especial como 

antioxidantes por atuarem como eficientes captadores de EROs, além de reduzirem 
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e quelarem íons que catalisam a peroxidação lipídica (Al-MAMARY et al., 2002; 

ANDRADE et al., 2007). 

Alguns produtos naturais com atividade antioxidante podem ser úteis no 

auxílio do sistema protetor endógeno, podendo ser utilizados como nutracêuticos 

(KANTER, 1998). Nessa perspectiva, os antioxidantes presentes na nossa dieta 

assumem uma grande importância como possíveis agentes protetores que ajudam o 

corpo humano na redução dos danos oxidativos.  

Os fitoquímicos (Figura 2) são classificados como compostos bioativos 

provenientes de diferentes partes das plantas, tais como, sementes, frutos, folhas, 

raízes (RAMARATHNAM et al.,1995) e estão relacionados com a redução do risco 

de ocorrência de diversas doenças crônicas. Sendo o estresse oxidativo induzido 

por radicais livres, responsável por várias dessas doenças crônicas, os fitoquímicos 

presentes nos vegetais assumem cada vez mais uma enorme importância. Já foram 

identificados mais de 5000 fitoquímicos, no entanto, uma grande percentagem 

destes compostos é ainda desconhecida, sendo importante a sua identificação para 

melhor compreender a sua contribuição para a saúde ao serem incluídos na nossa 

dieta (LIU, 2003). 
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Figura 2 – Exemplos de algumas das principais classes de fitoquímicos (reproduzido 

de Ferreira, Abreu, 2002) 

 

A atividade antioxidante de compostos fenólicos deve-se principalmente às 

suas propriedades redutoras e estrutura química. Estas características 

desempenham um papel importante na neutralização ou seqüestro de radicais livres 

e quelação de metais de transição, agindo tanto na etapa de iniciação como na 

propagação do processo oxidativo. Os intermediários formados pela ação de 

antioxidantes fenólicos são relativamente estáveis, devido à ressonância do anel 

aromático presente na estrutura destas substâncias (SOARES, 2002; SOUSA et al., 

2007).  

Para além dos compostos fenólicos, também os carotenóides possuem 

atividade antioxidante importante para a saúde humana. Efetivamente, o papel 

fotoprotetor dos carotenóides está relacionado com a sua capacidade de bloquear e 

inativar EROs formadas na presença de luz e ar. Os carotenóides conseguem reagir 

com radicais livres e tornarem-se, eles próprios, radicais estáveis devido à 

deslocalização dos elétrons desemparelhados ao longo da sua cadeia. Por exemplo, 
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o �-caroteno reage com um radical peroxila formando um radical que interrompe a 

cadeia de propagação das espécies reativas de oxigênio (FERREIRA, ABREU, 

2002; FANG et al., 2002).  

 

3.4 Descrição da planta  

  

  3.4.1 Descrição da família Lecythidaceae 

 

 A família Lecythidaceae consiste em cerca de 230 espécies, classificada em 

10 gêneros de plantas lenhosas originárias da América do Sul, sudeste da Ásia e 

África Ocidental, com maior diversidade na região neotropical. A maioria das 

espécies é formada por árvores ou arbustos (TSOU, MORI, 2007). 

 Segundo Souza e Lorenzi (2005), no Brasil há cerca de 100 espécies, a 

maioria nas florestas Amazônia e na Mata Atlântica do nordeste. Conhecida por ser 

a família da castanheira do Pará (Bertholletia excelsa), cujas sementes são 

apreciadas no mundo todo, a etimologia do nome desta família vem do grego 

Lecythis, que significa “urna” ou “vaso”, uma alusão à forma dos frutos;  

 

  3.4.2 Descrição da espécie Cariniana domestica (Mart) Miers 

 

 A espécie Cariniana domestica, antigamente denominada Couratari 

domestica, pertence à família Lecythidaceae, sendo conhecida popularmente como 

“jequitibá roxo” (Figura 3). Apresenta-se como uma árvore alta e frondosa, 

possuindo folhas pecioladas, pergamentáceas, oblongas e glabras. As flores são 

dispostas em panículas terminais ou axilares. Possui fruto pixídio cilíndrico. É 

encontrada principalmente nos estados de Goiás e Mato Grosso, no Brasil. (PIO 

CORREA, 1969).  
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Figura 3 - Foto ilustrativa de uma espécie de jequitibá (Cariniana spp.). 

Disponível em: < http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Jequitiba.jpg > 

 

3.5 Estudos químicos e farmacológicos descritos para o gênero 

Cariniana. 

 

Quanto aos aspectos químicos e farmacológicos, as espécies Cariniana spp. 

são muito pouco estudadas. Na medicina popular, o Jequitibá é utilizado como  

adstringente. O chá das cascas é utilizado para curar hemorragias internas, 

leucorréia, angina e afecção das amídalas. Os taninos presentes nas cascas são 

empregados no curtimento de couros, e a casca também tem grande ação 

desinfetante (NETO, MORAIS, 2003). Alguns estudos relatam atividade 

antiinflamatória (SANTOS, 2000). 

Atualmente, muito pouco é conhecido sobre a composição química da família 

Lecythidaceae. Alguns autores (CARVALHO et al., 1998; SOUZA, et al., 2001) 

relatam que já foram identificados triterpenos pentacíclicos, saponinas, ácido elágico 

e alcalóides do tipo indolo-[2,1-b]-quinazolínicos de espécies da família 

Lecythidaceae. Carvalho et al. (1998), identificou uma série de triterpenos na 

espécie Eschweilera longipes Miers, utilizada na indústria madeireira e como 

combustível doméstico. Entre os compostos identificados estão fridelina, fridelinol, �-

amirina, �-amirina, 3-O�-cinamoil-�-amirina, 3-O�-cinamoil-�-amirina, �-amirenona, 

�-amirenona, 3-�-hidroxi-lupeol, 3-�-hidroxi-taraxasterol, �-sitosterol, stigmasterol, �-
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tocoferol e tocotrienol. Souza et al. (2001) realizou estudo químico de Gustavia 

augusta L., utilizada popularmente com anti-leishmaniose e antiinflamatória. Os 

autores também identificaram compostos triterpênicos como estigmasterol, 

espinasterol, espinasterona, D-friedoolean-14-en-3�-ol (taraxerol), D-friedoolean-14-

en-3-ona (taraxerona) e D-friedoolean-14-en-3�-ol (epitaraxerol), além de 

estigmasterol, � e �-amirina, lupeol, 3-�-hidroxi-lupeol (epilupeol) e ácido betulínico. 

Em estudos relacionados com a constituição química das espécies Cariniana 

spp., podemos citar um estudo desenvolvido por Lima et al. (2002)   o qual levou ao 

isolamento e determinação de estrutura de saponinas presentes em Cariniana rubra, 

identificadas como monodesmosídeos e bidesmosídeos derivados do ácido 

arjunólico (Figura 4). Além das saponinas, os autores isolaram também os 

compostos estigmasterol, �-sitosterol, �-amirina e 3-O-b-D-glucosideo de sitosterol. 

Segundo estes autores, triterpenos, saponinas e taninos são encontrados na família 

Lecythidaceae, contudo, pouco se sabe sobre a constituição química do gênero 

Cariniana.  

Baurin et al. (2002) estudou algumas espécies de plantas em relação à 

inibição da tirosinase, enzima envolvida no processo de melanogênese. Neste 

estudo foram avaliadas 68 espécies de plantas quanto à inibição da tirosinase 

utilizando método espectrofotométrico. A espécie Cariniana brasiliensis foi avaliada 

e apresentou inibição de 90%, sendo a planta que apresentou a melhor inibição, 

ficando atrás apenas da espécie Morus alba (97% de inibição), utilizada como 

controle positivo e que apresenta ação despigmentante comprovada. A espécie 

Cariniana brasiliensis já havia sido descrita com possuidora de ação clareadora da 

pele por Shimomura et al. (1995), porém via inibição da hialuronidase.  

Fenner et al. (2006), incluiu em seu estudo o uso de Cariniana estrellensis e 

Cariniana legalis como parte das  plantas utilizadas no Brasil como antifúngicas. As 

cascas destas duas espécies são utilizadas popularmente no tratamento da 

leucorréia (FREISE, 1933).  

Um estudo relacionado com ações biológicas foi realizado por Santos (2000), 

abordando uma triagem farmacológica de plantas medicinais usadas popularmente 

no Mato Grosso como antiinflamatórias. Este estudo incluiu a espécie C. rubra. 
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Em trabalho publicado recentemente, foi realizada avaliação da atividade 

antimicrobiana de espécies do cerrado do Mato Grosso, entre as quais, Cariniana 

rubra. Neste estudo, os extratos mais polares das cascas foram efetivos contra os 

fungos Aspergillus fumigatus e Aspergillus niger, apresentando MICs = 100-1000 

�g/mL (SILVA JUNIOR et al., 2009). 

Em relação à espécie C. domestica, não foram encontrados trabalhos 

relacionados a estudos químicos ou farmacológicos até o presente momento. 
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Figura 4 - Compostos isolados de Cariniana rubra por Lima et al. (2002). Compostos 

1 (ácido 28-b-glucopiranosil-23-O-acetil arjunólico); 2 (ácido 3-O-b -glucopiranosil 

arjunólico); 3 (ácido 28-O-[a-Rhamnopiranosil-(1,2)-b-glucopiranosil]-23-O-acetil 

arjunólico). 
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4. RESULTADOS 

 

Esta dissertação apresenta os resultados obtidos na forma de artigos 

científicos, os quais estão formatados de acordo com as normas dos periódicos aos 

quais estão publicados, aceitos ou submetidos. Contempla um item de discussão 

geral no qual os principais dados são discutidos em conjunto, além dos anexos onde 

estão colocados os espectros de ressonância magnética dos compostos isolados e 

demais publicações científicas.  
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& ATHAYDE, M.L.  (2009). Doseamento de polifenóis, flavonóides e taninos no 

extrato bruto e frações de Cariniana domestica (Mart.) Miers. Revista Saúde, 2, 25-
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Supplemental Material (disponível como material on line no periódico 

http://www.informaworld.com/smpp/title~content=t713398545~db=all) 

 

Experimental 

Reagents, standards and apparatus 

All chemicals were of analytical grade. �-sitosterol, stigmasterol, �-amyrin and 2,2- 

amphotericin B, fluconazole and 2,2-diphenyl,1-picrylhydrasyl (DPPH) were acquired 

from Sigma Chemical. Lupeol (95%) was acquired from Sigma Aldrich. Potato 

dextrose agar was acquired from Difco (Detroit, MI, USA). Silica Gel 60 for column 

chromatography, Silica Gel 60 F254 coated plates, solvents for the extractions and 

analytical procedures were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Methanol 

and acetonitrile were of HPLC grade. Deionised water was prepared by a Milli-Q 

water purification system. High performance liquid chromatography of the samples 

was performed with the HPLC system (Shimadzu, Kyoto, Japan), prominence auto 

sampler (SIL-20A), equipped with Shimadzu LC-20 AT reciprocating pumps 

connected to the degasser DGU 20A5 with integrator CBM 20A, UV-VIS-DAD (diode-

detector) SPD-M20A and Software LC solution 1.22 SP1. NMR spectra were carried 

out on a Bruker AMX 400 spectrometer with TMS as an internal standard, using 

deutered chloroform as solvent. Analyses in the Gas Chromatography coupled with 

Mass Spectrometry (GC-MS) were performed on gas chromatograph Hewlett-

Packard 6890 Series Plus + equipped with gun automatic split-splitless model HP 

6890 Series GC Auto Sampler Controller and mass selective detector model HP 

5973 MSD, using capillary chromatographic fused silica HP-5 MS (30 mx 0.32 mm 

internal diameter and thickness of the film 0.25 mM) with 5% of phenyl and 95% of 

methylsiloxane. The carrier gas was helium (flow rate of 2 mLmin-1). Injector 

temperature was 250°C programming with a heating rate of 12ºC min-1 up to 280ºC. 

Ionization potential was 70 eV. The absorbances for DPPH-assay were performed in 

a Shimadzu-UV-1201 (Shimadzu, Kyoto, Japan) spectrophotometer. 

 

Plant collection and extraction 

The barks of Cariniana domestica were collected in Tangará da Serra - Mato Grosso 

do Sul, Brazil, in March of 2008. Exsiccate was archived as voucher specimen in the 

herbarium of Department of Pharmacology at UFSM (SMDB 11818). 
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The plant material was dried at room temperature and powdered in a knife 

mill. The powder was macerated with ethanol 70% (v/v). After filtration, the extract 

was evaporated under reduced pressure. This procedure was repeated twice and the 

extracts were combined. The remained aqueous extract obtained was partitioned 

with solvents in increasing polarity: dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol. At 

the end of all extractions procedures, each extract was evaporated under reduced 

pressure to obtain the dried fractions. In the present work, only dichloromethane 

fraction was investigated. 

 

 Isolation and identification of triterpenes from the dichloromethane fraction  

The chromatographic profile of the dichloromethane fraction was first investigated by 

TLC. A quantity of 2 �L of the fraction was spot in plate and eluted with 

dichloromethane : ethyl acetate : methanol (5 : 3 : 2) and then observed under UV 

light (254 and 366 nm) and sprayed with anisaldehyde-H2SO4/100ºC. Numerous 

substances with triterpenoid characteristics were visualized. This preliminary TCL 

screening prompts us to identify and quantify the major compounds in this fraction.   

Therefore, 1.5 g of dried fraction was submitted to column chromatography on 

silica gel 60 using initially dichloromethane : hexane (50 : 50 v/v) as mobile phase 

and increasing the polarity by rising in 10% of dichloromethane until 100%. A new 

solvent system was used, starting with dichloromethane : ethyl acetate (90 : 10 v/v) 

and increasing in 10% of ethyl acetate until 100%. Finally the system started with 

ethyl acetate : methanol (90 : 10 v/v), increasing in 10% of methanol until 100%.  

The procedure described above furnished ninety-three (93) fractions of ± 100 

mL each, which were analyzed by TLC and pooled together on the basis of 

similarities in their chromatographic profile (solvent systems were dichloromethane : 

hexane (80 : 20, v/v) until fraction 38; dichloromethane : hexane : ethyl acetate (70 : 

10 : 30, v/v/v) until fraction 71, and dichloromethane : ethyl acetate : methanol (60 : 

20 : 20, v/v/v) until the last fractions. 

Fraction 16-38 (0.07 g) was submitted to a flash column on silica gel 60 using 

initially dichloromethane : hexane (80 : 20, v/v), followed by pure dichloromethane 

and increasing the polarity by the use of 20% of ethyl acetate to obtain the last 

fractions. This procedure furnished 25 subfractions of ± 30 mL, which were analyzed 

by TLC and pooled together.  Subfraction 11-15 (0.025 g) showed a very 
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concentrated violet spot on TLC analysis. Subfraction 16-25 (0.03 g) was crystallized 

with methanol, resulting in a white and inodorous solid compound which has a 

chromatographic behavior similar to β-sitosterol, as verified by comparison with 

standard by TLC. The samples were submitted to NMR 1H and 13C analysis, as well 

as to GC-MS analysis. 

 

 Liquid Chromatographic conditions 

The lupeol and �-amyrin analysis was carried out under isocratic conditions using a 

C18 column (4.6 mm x 250 mm), packed with 5 �m diameter particles. The mobile 

phase was methanol and the flow rate, 0.7 mLmin-1 (Yan, Zhong, Wei, & Deng, 

2008). Detections were done at 210 nm and the injection volume was 40 �L for both 

compounds. The chromatographic analysis for �-sitosterol and stigmasterol was 

performed at 210 nm, under isocratic conditions using a C-8 column (4.6 mm x 150 

mm) packed with particles of 5 �m diameter. The mobile phase was methanol : water 

(95 : 5, v/v) containing 1.0% acetic acid, according to Nair, Kanfer, &  Hoogmartens 

(2006), with minor modifications. The flow rate and volume of injection were 1.0 

mLmin-1 and 20 �L, respectively. The mobile phases were filtered through a 0.45 �m 

membrane filter and degassed in ultrasonic bath. Identification of �-sitosterol, 

stigmasterol, lupeol and �-amyrin was achieved by comparing retention times and 

UV/DAD spectra with those of standards. All chromatographic operations were 

performed at room temperature and in triplicate. 

 

Preparation of the standard solutions and samples for quantification  

Standard solutions of ß-sitosterol and stigmasterol were prepared in mobile phase, at 

concentrations from 0.3 to 2.4 mgmL-1, lupeol standard at concentrations from 0.75 to 

1.5 mgmL-1, and �-amyrin from 0.1 to 0.3 mgmL-1. The dichloromethane fraction was 

dissolved in mobile phase for each analysis. Each concentration was injected tree 

times and the calibration curve was obtained by linear regression. 

 

Radical-Scavenging Activity – DPPH Assay 

The antioxidant activity was evaluated by monitoring its ability in quenching the 

stable free radical DPPH, according to a slightly modified method previously 

described (Choi et al., 2002). Six different ethanol dilutions of fraction at 250, 125, 
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62.5, 31.25, 15.62 and 7.81 �gmL-1 were mixed with 1.0 mL of DPPH 0.3 mM in 

ethanol solution. After 30 minutes, the readings were made at 518 nm. The DPPH 

quenching ability was expressed as IC50. A solution of DPPH (1 mL; 0.3 mM) in 

ethanol (2.5 mL) was used as a negative control and ascorbic acid, in the same 

concentrations used for the fraction, provided the positive control. The test was 

performed in triplicate.  

 

Evaluation of antifungal activity 

The dichloromethane fraction was assessed for inhibition of the following 

microorganisms: Candida albicans ATCC 44373, Saccharomyces cerevisiae ATCC 

2601, Cryptococcus neoformans ATCC 28952, Aspergillu flavus ATCC 2384, 

Sporothix schenckii (clinical isolate), and Fusarium proliferatum (clinical isolate). 

The minimal inhibit concentration (MIC) against the tested microorganisms 

was determined by the broth microdilution method M27-A2 (NCCLS 2002). The 

experiments were repeated twice and the results were determined as an average 

value. Seven different dilutions of fraction (2000, 1000, 625, 500, 250, 125 and 62.5 

µgmL-1) were prepared in DMSO. Microorganisms were inoculated into potato 

dextrose agar and MIC was determinate. The MIC endpoint was considered as the 

lowest concentration of the fraction inhibiting the total growth of microorganisms and 

detected by lack of visual turbidity (matching the negative growth control). Standard 

antibiotics fluconazole and amphotericin B were used to control the sensitivity of the 

tested microorganisms. 
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Figure S2. Representative chromatogram of dichloromethane fraction (A); LC-UV 

chromatogram of  the isolated lupeol and �-amyrin (B). Peaks are identified as: 1 – lupeol 

and 2 – β-amyrin.  
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Figure S3. Representative chromatogram of dichloromethane fraction (A); LC-UV 

chromatogram of  the isolated β-sitosterol and stigmasterol (B). Peaks are identified as: 3 – 

β-sitosterol and 4 – stigmasterol. 

 

 

 

Table S1.  Percentage of lupeol and �-amyrin in mixture 1+2; percentage of �-sitosterol and 

stigmasterol in mixture 3+4, percentage and quantification of the four compounds in 

dichloromethane fraction 

 

Compounds 

Quantities 

CH2Cl2 fraction Mixture 1 + 2 Mixture 3 + 4 

mg/g 
Percentage 

(%) 
mg/g 

Percentage 

(%) 
mg/g 

Percentage 

(%) 

�-sitosterol 58.5 ± 0.5 5.85 - - 366.6 ± 0.12 36.66 

stigmasterol 125.2 ± 0.08 12.52 - - 61.5 ± 0.06 61.52 

� -amyrin 199.8 ± 0.4 19.98 240.5 ± 0.7 24.05 - - 

lupeol 282.0 ± 0.1 28.20 734.7 ± 0.06 73.47 - - 
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Abstract 

Ethnopharmacological relevance: The species Cariniana domestica belongs to 

Lecythidaceae and is popularly known as Jequitibá. There are no reports considering 

to biological studies on this species, although the bark infusion is popularly used in folk 

Brazilian’s medicine as antimicrobial and anti-inflammatory remedies. 

Aim of the study: To evaluate the antioxidant activities from different bark extracts 

using DPPH and TBARS assays, as well as identify and quantify phenolic compounds 

and carotenoids by means of HPLC/DAD. 

Materials and methods: The plasma lipid peroxidation (TBARS assay) was induced 

with iron sulfate in male Wistar rats and the radical scavenging activity was determined 

using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Folin-Ciocalteau was used to determine 

the phenolic content. Carotenoids and phenolics were identified by DAD, and HPLC 

analysis was carried out using isocratic and gradient systems, respectively.  

Results: The barks of C. domestica demonstrated good antioxidant activity, being ethyl 

acetate the most active fraction. TBARS assay varied from 11.11 ± 0.85 to 44.5 ± 2.31, 

and DPPH from 6.5 ± 0.81 to 19.5 ± 1.32 �g/mL. The phenolic content ranged from 

54.6 ± 0.33 to 309.3 ± 2.73. Beta-carotene (3.73% ± 1.02) was found in 

dichloromethane fraction. Several phenolic compounds were identified in ethyl acetate 

fraction, being caffeic acid the most abundant compound (50.81% ± 0.64). 

Conclusion: Results obtained indicated that C. domestica exhibits great antioxidant 

properties, which may prevent diseases caused by the overproduction of free radicals 

and also it might be used as a potential source of natural antioxidant agents, 

confirming, at least in part,  its popular uses. 

Keywords: Cariniana, triterpenes, polyphenols, carotenoids, TBARS, DPPH, 

HPLC/DAD 

 

 

1. Introduction 

In recent years, great interest in finding natural antioxidants from plant 

materials has been considered. Numerous crude extracts and pure natural 

compounds from plants were reported to have antioxidant and radical-scavenging 
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activities (Barla et al., 2007).  Intensive research has been carried out either to 

characterize the antioxidant properties of extracts from several plant materials and/or 

to isolate and identify the compounds responsible for those activities (Kintzios et al., 

2010). Often, antioxidant activities of herbal extracts are determined against different 

free radical species, such as the stable free radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH) the bleaching rate of which is monitored at a characteristic wavelength in the 

presence of the sample extract (Kusar et al., 2006). 

Oxidative stress is defined as the imbalance between the production of 

reactive oxygen species (ROS) such as hydrogen peroxide, superoxide anion or 

hydroxyl radical, and the ability of enzymatic and non-enzymatic biological systems 

to protect against their injury. As a consequence of oxidative stress, oxidation of 

proteins, lipids and DNA can occur that leads to cell degeneration and even cell 

death. Different therapeutic strategies have been proposed for the prevention and 

treatment of ROS-mediated diseases, with special emphasis on antioxidant therapy. 

(Paz et al., 2010). 

The World Health Organization (WHO) estimates that 65–80% of the 

population of the developing countries depends on medicinal plants for basic 

pharmaceutical care (WHO, 1998). Accordingly, the WHO has been stimulating 

studies involving medicinal plants, with the aim of evaluating the potential benefits of 

using them. There is still a lack of knowledge of the clinical efficacy and safe use of 

many of these remedies. Brazil has a great diversity of plants, which increases the 

chances of identification of substances with pharmacological activities. Moreover, 

plants are known to offer excellent perspectives for the discovery of new therapeutic 

products (Boligon et al., 2009). 

Recent researches suggest that a wide variety of phytochemicals, such as 

phenolics and carotenoids, are able to prevent or slow down oxidative stress-induced 

damage leading to cancer (Alesiani et al. 2009). Some studies indicate that dietary 

polyphenols have a protective effect against coronary heart disease (Engler and 

Engler, 2006), cancer (Fang et al., 2002) and neurodegenerative diseases (Lau et 

al., 2005).  

Besides phenolic compounds, some findings suggest that also phytosterols 

and triterpenes, groups of chemicals largely found in a variety of vegetables, may be 

responsible, at least in part, for preventive effects on the development of diseases 
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caused by EROs (Tapiero et al., 2003). Effectiveness of compounds such as �-

sitosterol, stigmasterol, and campesterol in the inhibition process of lipid peroxidation 

have been established (Yoshida and Niki, 2003; Conforti et al., 2008).    

Moreover, carotenoids like lycopene and �-carotene have very well known 

antioxidant activity. Reports have confirmed that lower incidence of age-related 

chronic diseases is associated to the consumption of carotene-rich vegetables 

(Sangueetha, 2009).  Lycopene exerts potent anti-inflammatory effects through its 

action as an antioxidant and free radical scavenger, which may reduce cellular 

damage (Pennathur et al., 2010), while �-carotene, besides it is a known quencher of 

ROS and singlet oxygen in particular, is also widely applied in photoprotective 

compounds (Eicker et al., 2003). 

 Cariniana domestica belongs to Lecythidadeae and is popularly known in 

Brazil as jequitibá-roxo. Lecythidaceae is composed of 10 genera and 230 species, 

being a dominant group in neotropical forests and an important element of Central 

and South America biodiversity (Tsou and Mori, 2007). The genus Cariniana consists 

of small to very large trees, and there are few reports in the literature concerning to 

chemical constituents and ethnopharmacological uses of Cariniana spp., although 

the bark infusion of these species is commonly used as antioxidant, anti-

inflammatory and antimicrobial remedies (Neto and Morais, 2003; Silva et al., 2009, 

Lima et al., 2002). Preliminary phytochemical investigations of our group concerning 

the barks of C. domestica indicated the presence of a large number of triterpenoids 

and phenolic compounds. This feature allied to the importance of the oxidative stress 

in the pathogenesis of various diseases led us to better evaluate the antioxidant 

potential of this plant. Simultaneously, phytochemical analysis led to the isolation, 

identification and quantification of two mixtures of triterpenoids, previously published 

(Janovik et al., 2011) as well as the identification of several phenolic compounds, 

besides lycopene and �-carotene and its HPLC/DAD analysis.  

 

2. Methods 

2.1. Chemicals, apparatus and general procedures 

Silica Gel 60, Silica Gel 60 F254 for coated plates, solvents for the extractions, 

dichloromethane, ethyl acetate, ethanol, methanol and n-butanol were purchased 

from Merck (Darmstadt, Germany). Ascorbic acid, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrasyl 
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(DPPH), quercetin, rutin, kaempferol, gallic, chlorogenic and caffeic acids standards 

were acquired from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). ß-carotene (>95%) 

and lycopene were acquired from SIGMA-ALDRICH. Folin-Ciocalteau was acquired 

from Merck (Darmstadt, Germany). Silica Gel Merck 70-230 mesh was used for 

column chromatography. High performance liquid chromatography (HPLC-DAD) was 

performed with the HPLC system (Shimadzu, Kyoto, Japan), Prominence Auto-

Sampler (SIL-20A), equipped with Shimadzu LC-20AT reciprocating pumps 

connected to the degasser DGU-20A5 with integrator CBM-20A, UV-VIS detector 

DAD SPD-M20A and software LC Solution 1.22 SP1. 

 

2.2. Plant collection and extractions 

The barks of C. domestica were collected in Tangará da Serra - Mato Grosso 

do Sul, Brazil, in March of 2008. Exsiccate was archived as voucher specimen in the 

herbarium of Department of Pharmacology at UFSM (SMDB 11818). 

Plant material was dried at room temperature and powdered in a knife mill. 

The powder was macerated with ethanol 70% (v/v). After filtration, the extract was 

evaporated under reduced pressure. This procedure was repeated twice and the 

extracts were combined. The remained aqueous extract obtained was partitioned 

with solvents in increasing polarity: dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol. At 

the end of all extractions procedures, each extract was evaporated under reduced 

pressure to obtain the dried fractions. Crude extract was obtained by evaporating the 

ethanolic extract until dryness.  

 

2.3. Radical-Scavenging Activity – DPPH Assay 

The antioxidant activity of the fractions and the crude extract was evaluated by 

monitoring its ability in quenching the stable free radical DPPH, according to a 

slightly modified method previously described by Choi et al. (2002). 

Spectrophotometric analysis was used to measure the free radical scavenging 

capacity and to determine the scavenging concentration or inhibitory concentration 

(IC50). The DPPH quenching ability was expressed as IC50.  Six different ethanol 

dilutions of each fraction and crude extracts at 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62 and 7.81 

�g/mL were mixed with 1.0 mL of DPPH 0.3 mM in ethanol solution. After 30 

minutes, the readings were made in spectrophotometer (Shimadzu-UV-1201) at 518 
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nm, where the radical DPPH show the maximum absorption. A solution of DPPH (1 

mL; 0.3 mM) in ethanol (2.5 mL) was used as a negative control and ascorbic acid in 

the same concentrations used for the fractions and the crude extracts provide the 

positive control. Ethanol was used to calibrate the spectrophotometer. The test was 

performed in triplicate and the calculation of the antioxidant activity followed the 

equation: 

                   %inhibition = 100 – [(Abssample – Absblank) x 100] 

            Abscontrol 

Where: Abssample is absorbance of each fraction; Absblank is absorbance of fractions 

without adding the DPPH; Abscontrol is absorbance of ethanol solution in DPPH. 

 

The percentage of inhibition was calculated and a graphic of percentage of 

inhibition versus concentration was constructed. Correlation coefficients were 

optimised (Tsimogiannis et al., 2006). 

 

2.4. Determination of total phenolics 

The determination of total phenolic contents was performed by the Folin-

Ciocalteu method (Chandra and Mejia, 2004). Briefly, 0.5 mL of 2N Folin-Ciocalteau 

reagent was added to a 1 mL of each sample (0.15 mg/mL) and this mixture was 

allowed to stand for 5 min before the addition of 2 ml of 20% Na2CO3. The solution 

was then allowed to stand for 10 minutes before reading at 730 nm. The total 

phenolic content was expressed in milligrams equivalents of pyrogallic acid (PGAE) 

per gram of each fraction. The equation obtained for the calibration curve of 

pyrogallic acid in the range of 0.005 to 0.030 mg/mL was y = 34.443x – 0.0942 (r = 

0.9984).  

 

2.5  In vitro Fe(II)-induced lipid peroxidation in rats’ brain 

Male Wistar rats weighing 270-320g and with age from 3 to 3.5 months, from 

our own breeding colony were kept in cages of 3 or 4 animals each, with continuous 

access to food and water in a room with controlled temperature (22 ± 3ºC) and on a 

12-h light/dark cycle with lights on at 7:00 a.m. The animals were maintained and in 
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accordance to the guidelines of the Brazilian Association for Laboratory Animal 

Science (COBEA). 

Rats were decapitated under mild ether anesthesia, and the encephalic tissue 

was rapidly dissected and placed on ice. Tissues were immediately homogenized in 

cold 10 mM Tris-HCl, pH 7.5 (1/10, w/v). The homogenate was centrifuged for 10 min 

at 4000 x g to yield a pellet that was discarded and a low-speed supernatant (SI) was 

used for the TBARS assay (Puntel et al., 2007). 

After centrifugation, an aliquot of 100 µL of S1 was incubated for 1 h at 37ºC 

with pro-oxidants agent (10 µM of Iron Sulfate) in presence or absence of plant 

extracts and then used for TBARS determination. The concentration range of each 

tested extract is shown in Table 3. TBARS production was determined as described 

by Puntel et al., (2007).  

 

2.6 HPLC-DAD qualitative and quantitative analysis of polyphenols 

 Reverse phase chromatography analysis were carried out with a Phenomenex 

C18 column (4.6 mm x 250 mm) packed with 5 µm diameter particles, volume 

injection was 40 µL and the gradient elution was conducted according to the Evaristo 

and Leitão (2001) method slightly modified. The UV absorption spectra of the 

standards as well as the samples were recorded in the range of 230-400 nm. 

Stock solutions of standards were prepared in methanol in the range of 

0.0025-0.045 mg/mL. Quantification was carried out by the integration of the peaks 

using external standard method, considering the 254 nm for gallic acid, 327 nm for 

chlorogenic and caffeic acids and 365 nm for the three flavonoids (quercetin, rutin 

and kaempferol). All the samples and standards solutions as well as the mobile 

phase were degassed and filtered through 0.45 µm membrane filter (Millipore). The 

chromatographic operations were carried out at ambient temperature and in triplicate. 

 

2.7 Quantification of �-carotene and identification of lycopene by HPLC 

Standard solutions of ß-carotene were prepared in mobile phase, at 

concentrations from 0.2 to 0.6 mg/mL. The dichloromethane fraction was dissolved in 

mobile phase. Each concentration was injected tree times and the calibration curve 

was obtained by linear regression. 
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The �-carotene analysis was carried out under isocratic conditions using a C8 

column (4.6 mm x 250 mm), packed with 5 �m diameter particles. The mobile phase 

was acetonitrile:methanol:ethyl acetate with 1%  of acetic acid (88:8:4, v/v/v) and the 

flow rate, 0.8 mL/min. Detections were done at 453 nm and the injection volume was 

60 �L. Identification of �-carotene was achieved by comparing retention time and 

UV/DAD spectra with those of standard. All chromatographic operations were 

performed at room temperature and in triplicate.  

 

2.8 Statistical analysis 

Data from the TBARS assay were analyzed statistically by one-way analysis of 

variance (ANOVA), followed by Duncan‘s multiple range tests when appropriated 

using the statistical software SPSS 10.0 for Windows. TBARS graphics were 

constructed using the Slide Write 4.032 Bit Edition program. Statistical p values were 

calculated to quantify levels of significance for each treatment type. A significant p 

value (p < 0.05, p < 0.01, or p < 0.001 when appropriate) means that there exists 

significant difference between the two sets of data being analyzed. Correlation 

coefficient (r) to determine the relationship between two variables and the standard 

deviations in the DPPH and total phenolics assays were calculated from the data 

obtained from three separate experiments using MS Excel for Windows.  

 

3. Results and discussion 

3.1. Phenolic contents and free radical scavenging activities (DPPH)  

Antioxidant profile of crude extract and fractions of stem bark is shown in 

Figure 1. Total phenolic contents (TP) assayed by the method of Folin-Ciocalteau 

expressed in milligrams equivalent of pyrogallic acid (PGAE) per gram of each 

fraction and IC50 determinations by the DPPH method are given in Table 1. The 

DPPH assay is used as a tool to the in vitro evaluation of extracts and fractions and 

its results can indicate the presence of antioxidant compounds in plant extracts. 

DPPH solutions show a strong absorption band at 518 nm appearing as a deep violet 

color. In the presence of an active radical scavenger, the absorption vanishes and 

the resulting decolourization is stoichiometric at a selected range with respect to the 

degree of reduction. The remaining DPPH, measured after a certain time, 

corresponds inversely to the radical scavenging activity of the antioxidant and the 
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degree of discoloration indicates the free radical scavenging efficiency of the 

fractions (Kulisic et al. 2004).  

 

 
Figure 1.  Antioxidant activity of crude extract, dichloromethane, ethyl acetate and 

butanolic fractions from the bark of C. domestica. 

 

Table 1. Total phenolic content and antioxidant activity (IC50/DPPH) for crude extract 

and fraction of C. domestica  

Extract / fraction TP a ± S.E b 
(mg/g) 

IC50
c
  ±   

S.E. (�g/mL) 
IC50

d ± S.E.  
(�g/mL) 

    
Crude extract 268 ± 3.26 12.3 ± 1.15 18.1 ± 2.02 

Dichloromethane  54.6 ± 0.33 16.4 ± 0.35 44.5 ± 2.31 
 

Ethyl acetate 309.3 ± 2.73 6.5 ± 0.81 11.11± 0.85  
 

n-butanol  132.2.0 ± 1.96 19.5 ± 1.32 15.2 ± 1.14 
 

Ascorbic acid - 9.0 ± 0.79 - 

 
a TP = total phenolic expressed as pyrogallic acid equivalents (mg/g fraction ± S.E.); b 

S.E.= Standard error; c =  IC50 (�g/mL) values for inhibition by fractions and crude 

extract of DPPH oxidation capacity; d = . IC50 (�g/mL) values for inhibition by fractions 

and crude extract of TBARS production induced by Fe (II) in brain preparations. 

The quantitative determination of the polyphenolic content of C. domestica 

used Folin-Ciocalteau as the main reagent and pyrogallic acid as reference. In order, 

the phenolic contents obtained were ethyl acetate fraction > crude extract > butanolic 

fraction > dichloromethane fraction.  Investigations of qualitative composition of plant 
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extracts revealed the presence of high concentrations of phenolics in the extracts 

obtained using polar solvents (Canadanovic et al., 2008).  

Comparing the content of polyphenolic and antioxidant activity (IC50), we can 

correlate the phenolic content of ethy acetate fraction and its lower IC50. This 

relationship of phenolic content and polarity is well documented (Chandra & Meija, 

2004, Tung et al., 2007). Contradictorily, recent work has suggested that not always 

the relation phenolic content – antioxidant activity can be established (Conforti et al., 

2009).  

Butanolic fraction exhibited larger phenolic content than dichloromethane 

fraction, but its IC50 was higher. The structure of the phenolic groups and possible 

changes in hydroxyl, by glycosylation as an example, cause a decrease in 

antioxidant activity, due to the reduction in the number of hydroxyls and the steric 

hindrance that  sugar gives, difficulting the connection to the  free radical (Cho et al., 

2003). There are also compounds that react strongly with the DPPH, and others that 

have a mechanism for slower reaction (Tsimogiannis and Oreopoulos, 2006).  

Dichloromethane fraction expressed good IC50 value (16.4 ± 0.35 µg/mL) and 

the lowest phenolic content. Probably the carotenoids and phytosterols/triterpenes 

identified in this fraction can play a role in antioxidant capacity.  

 

3.2 Inhibition of lipid peroxidation (TBARS assay) 

Several studies have focused in the use of natural therapeutic antioxidant 

compounds that can afford protection in a variety of in vitro and in vivo models of 

human pathologies, including neurotoxicity models (Bastianetto and Quirion, 2002). 

In TBARS assay, free Fe (II) can induce neurotoxicity via stimulation of the Fenton 

reaction and its levels are increased in some degenerative disease (Bostanci and 

Bagirici, 2008). In this study, ethyl acetate fraction presented the best value of IC50 

(11.11 ± 0.85 µg/mL), followed by butanol fraction (15.2 ± 1.14 µg/mL), crude extract 

(18.1 ± 2.02 µg/mL) (Figure 2). Dichloromethane expressed the lowest inhibition 

(44.5 ± 2.31 µg/mL). The results have shown a positive correlation between 

HPLC/DAD analysis, in which all tested phenolic compounds were identified and 

quantified in ethyl acetate fraction. We can assume that phenolic compounds are 

closely related to inhibition of lipid peroxidation. 
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Additionally, the four substances previously isolated and quantified from C. 

domestica (�-sitosterol, stigmasterol, lupeol and �-amyrin) were also tested. A 

previous work developed by Prasad et al.  (2007), evaluated the TBARS levels in 

mice tissues, to which it was previously administrated lupeol and the results indicate 

that lupeol was found to  protect mice tissues. However, we cannot establish a 

relationship since in our study, lupeol was not administrated in vivo. Previously to 

that, Geetha et al., (1998) evaluated the effects of triterpenes in induced arthritis in 

rats, and the authors could observe an inhibition of lipid peroxidation by lupeol. In this 

case, the authors also performed a previous treatment. Mora et al., (2006) 

investigated the influence of incorporating phytosterols on the UVA-induced 

formation of lipid-peroxidation products (TBARS) in keratinocytes. The results 

demonstrated that sitosterol induces a significant decrease (−30%) of TBARS relative 

to the used control whereas stigmasterol markedly increases lipid peroxidation 

(+70%).  

The results obtained in our study were not satisfactory (Figure 3) and we can 

reasonably explain it on the basis of the low solubility of these apolar compounds in 

the reagents commonly used in TBARS assay. Previous work developed by Pereira 

et al., (2009) evaluated the activity of four flavonoids. Rutin (IC50 = 28.8 µg/mL), 

quercitrin (12.2 µg/mL) and quercetin (1.4 µg/mL) have shown good results. When 

comparing both results, the ineffectiveness of phytosterols/triterpenes can be related 

to solubility aspects. Considering the literature data, it seems to be more effective to  

perform a pre-treatment, like an in vivo administration to the animals in  instead of 

perform the test with pure compounds.  
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Figure 2. Effects of different concentrations of crude extract, ethyl acetate, 

dichloromethane and butanolic fractions from the barks of C. domestica on Fe (II) (10 

�M)-induced TBARS production in brain homogenates. The samples were incubated 

for 1 h with Fe (II) and the plant extracts or without (basal). Data show means ± SEM 

values average from 3 to 6 independent experiments performed in duplicate. 

 

 

 
Figure 3. Effects of different concentrations of isolated compounds (�-sitosterol + 

stigmasterol and lupeol + �-amyrin) from the barks of C. domestica on Fe (II) (10 

�M)-induced TBARS production in brain homogenates. The samples were incubated 

for 1 h with Fe (II) and the plant extracts or without (basal). Data show means ± SEM 

values average from 3 to 6 independent experiments performed in duplicate. 

 

 

3.3 Isolation and identification of triterpenoid compounds 
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 Phytochemical procedures whose led to the isolation and identifications of the 

phytosterols �-sitosterol and stigmasterol, and the triterpenes lupeol and �-amyrin, 

substances for each was performed TBARS analysis, are fully described in a 

previous work which is accept for publication (Janovik et al., 2011). 

 

3.4 HPLC quantification of �-carotene 

 

Within only a few years, there has been exponential growth in research to 

localize carotenoid in plants, understand their metabolism, and try to increase their 

levels in fruits and vegetables. Different extraction techniques and numerous 

chromatographic methods to assay carotenoids in plants have been published 

(Serino et al., 2009). In this work, HPLC/DAD analysis was performed to identify and 

quantify �-carotene and lycopene in dichloromethane fraction, whose presence was 

previously confirmed by means of GC/MS. In this work, both compounds were 

separated using mixture of acetonitrile:methanol:ethyl acetate with 1% of acetic acid 

(88:8:4, v/v/v). For quantification, a calibration curve was constructed with reference 

standard �-carotene (Y = 44368x – 3707.2 with r = 0.9995). Figure 2 shows a 

representative chromatogram in which �-carotene (Peak 2, RT = 12.5 min) was found 

to represent 3.73% ± 1.02 from whole fraction. Peak 1 was identified as lycopene, 

although it was not possible to quantify this compound.  

 

 

Figure 4. Chromatogram of dichloromethane fraction. Peak 1 (RT = 7.5, lycopene) 

and Peak 2 (RT = 12.4, �-carotene). 
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3.5 HPLC identification and quantification of phenolic compounds in crude extract 

and fractions 

The crude extract and fractions from C. domestica were investigated for the 

presence of the following polyphenolic compounds: gallic, chlorogenic and caffeic 

acids, quercetin, rutin, and kaempferol. Identification of the compounds was done by 

comparison of their retention’s time and UV/DAD absorption spectrum with those of 

the standards.  

The results obtained for this HPLC screening (see Figure 5 and Table 2) 

indicates that ethyl acetate is the fraction which englobes the larger number of 

phenolic compounds. All searched standards were found to be represented in this 

fraction constitution. Caffeic acid was found in major quantities, followed by 

chlorogenic acid and kaempferol.  

 

Table 2. HPLC/DAD of identified and quantified polyphenols in crude extract and 

fraction of C. domestica 

 

Extract/Fraction 

mg/g of dried extract or fraction a 

GA CFA CLA RT QT KF 

Crude extract 3.28±0.12 - - 0.10±0.31 0.71±0.26 - 

Dichloromethane 2.46±0.23 - - 0.62±0.22 - - 

Ethyl acetate 2.83±1.12 50.81±0.64 5.38±0.12 0.18±0.25 0.96±0.83 4.16±0.54 

n-Butanol - -  0.02±0.41 0.06±0.22 0.34±0.92 

a Results are expressed as mean (n=3) ± standard deviation 

GA = gallic acid; CFA = caffeic acid; CLA = chlorogenic acid; RT = rutin; QT = 

quercetin; KF = kaempferol 

 

Caffeic acid belongs to hydroxy and polyhydoxy derivatives of cinnamic acid 

such as coumaric and ferulic acids, and these compounds have been reported as 

good free radical scavengers (Arrua et al., 2010). Their reactivity against this 

unpaired electron species is dependent on both the number of phenolic groups 

present in the molecule and the substitution pattern in the aromatic ring (Chen and 

Ho, 1997). In a comparative study of the antioxidant and antiradical capacities of a 

series of polyphenols, caffeic acid was among the most active compounds (Chaillou 

and Nazareno, 2006). Chlorogenic acid is the esterified form of caffeic acid and it is 

an also a well-known antioxidant. The presence of both caffeic and chlorogenic acid 
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in high quantities can be closely related to the lowest values of IC50 obtained for ethyl 

acetate fraction in DPPH and TBARS assays. 

Gallic acid (GA) is a derivative from benzoic acid widely distributed in various 

plants and foods, and its various biological effects have been reported, such as anti-

proliferative, pro-apoptotic and anti-tumorigenic effects against prostate (Kaur et al., 

2009). This compound was majorly identified in crude extract, being also present in 

dichloromethane and ethyl acetate fraction.   

Kaempferol and quercetin are examples of flavonols with a free hydroxyl group 

at the C-3 position. Some studies suggest that the flavonol C-3 hydroxyl group is 

responsible for the high antioxidant capacity (Burda and Oleszek, 2001). Kaempferol 

was found in a good quantity in ethyl acetate fraction and it was also found in butanol 

fraction.  Quercetin was found in little quantities, being the highest quantity present in 

ethyl acetate fraction.  

 Rutin (quercetin 3-O-rhamnoglucoside) which is commonly found in plants, 

upon the hydrolysis of the glycoside bond produces quercetin, a highly antioxidative 

aglycon. This natural flavonoid is a pharmacologically active phytochemical and 

natural antioxidant, investigated for its possible role in protection and prevention of 

pathologies, including Diabetes mellitus (Fernandes et al., 2010). In our study, rutin 

was the only compound which was found in all fractions and in crude extract, even 

though the quantities were low.  
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Figure 5. HPLC/DAD chromatograms obtained for polyphenols screening. A= ethyl 

acetate, 254 nm; B = ethyl acetate, 327 nm; C = ethyl acetate, 365 nm; D = 

dichloromethane, 254 nm; E = dichloromethane, 365 nm; F = crude extract, 254 nm; 

G = crude extract, 365 nm; H = n-butanol, 365 nm. Peaks: 1 = gallic acid; 2 = caffeic 

acid; 3; chlorogenic acid; 4 = rutin; 5 = quercetin; 6 = kaempferol 

 

4. Conclusion 

 

In this study, we could establish a positive correlation between phenolic 

compounds and antioxidant activity with ethyl acetate fraction, which shed a light on 
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the positive relation, as seen that it presented the highest phenolic content and the 

lowest IC50- DPPH and TBARS assays. Butanolic fraction expressed a good amount 

of phenolics, while the IC50-DPPH was inferior of ethyl acetate fraction. This behavior 

can be due to the common glycosylated compounds extracted with this fraction. 

Dichloromethane fraction ranged the lowest phenolic content and a good activity in 

DPPH assay. HPLC/DAD analysis detected lycopene and �-carotene, which can be 

responsible for this good activity. As expected, the mixtures of 

phytosterols/triterpenes were ineffective to inhibit lipid peroxidation. HPLC/DAD 

analysis performed with C. domestica revealed the presence of important bioactive 

phenolic acids and flavonoids. Ethyl acetate fraction exhibited all tested compounds, 

being caffeic acid the most abundant.  

The results furnished support to assume that C. domestica achieves 

antioxidant properties, which may be related to its popular uses. Considering the 

absence of scientific literature related to this species, this work is a contribution to the 

knowledge concerning the genus Cariniana and reports biological activity for C. 

domestica for the first time. 
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5. DISCUSSÃO GERAL 

 

No Brasil, as pesquisas com plantas ainda estão muito centradas no âmbito 

da Universidade e Institutos de Pesquisa onde se desenvolve basicamente a 

fitoquímica tradicional. Muito embora já existam vários grupos nacionais envolvidos 

com a busca de princípios bioativos de plantas, essa pesquisa é fundamentalmente 

acadêmica. Apesar disso, a academia poderá contribuir de forma decisiva para o 

descobrimento de novas substâncias bioativas. Considerando-se que um programa 

de descoberta de novos fármacos é um processo muito longo, complexo e de alto 

custo; considerando-se ainda que o processo envolve duas etapas distintas a fase 

de descoberta e a de desenvolvimento e comercialização; não há dúvidas que a 

competência científica nacional está qualificada para atuar na primeira fase desse 

processo, com sucesso (MONTARI, BOLZANI, 2001). 

A família Lecythidaceae abrange uma ampla variedade de espécies, das 

quais muito pouco é conhecido de sua composição química e propriedades 

biológicas. O gênero Cariniana apresenta pouquíssimos estudos químicos, e a 

espécie tratada neste trabalho, Cariniana domestica, não possui estudos 

documentados na literatura até o presente momento. Este fato, aliado ao uso 

popular das espécies de Jequitibá pela população, motivou o desenvolvimento deste 

trabalho, visando identificar as principais substâncias presentes na espécie, bem 

como a realização da avaliação do seu potencial como antioxidante. 

Em um primeiro momento, o extrato bruto (EB) e as frações diclorometano (F-

CH2Cl2), acetato de etila (F-AcOEt) e butanólica (F-BuOH) foram avaliadas quanto a 

sua composição química por emprego da técnica simples de cromatografia em 

camada delgada (CCD). Foram aplicados cerca de 2 µL de cada amostra na placa e 

a mesma foi eluída com o sistema de solvente diclorometano (CH2Cl2), acetato de 

etila (AcOEt) e metanol (MeOH), na proporção de 5 : 3 : 2 (v / v / v). Após eluição, a 

placa foi observada em câmera de ultravioleta (UV) e revelada com anisaldeído 

sulfúrico, com aquecimento a 100ºC. Nesta análise prévia, foram observadas 

numerosas substâncias com características de compostos triterpênicos na F-CH2Cl2, 

e substâncias mais polares, com características de compostos fenólicos na F-AcOEt 

e EB. 
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Após a análise prévia por CCD, foram realizadas as dosagens de polifenóis 

totais, flavonóides e taninos no extrato bruto e frações, bem como a avaliação do 

potencial antioxidante. Para estudo de isolamento e identificação de compostos, foi 

escolhida a F-CH2Cl2. 

O doseamento de polifenóis foi realizado conforme metodologia descrita por 

Chandra e Meija (2004), utilizando o reagente de Folin Ciocalteau 2N e ácido 

pirogálico como substância de referência. A maior concentração de compostos 

fenólicos encontrada nas cascas de C. domestica foi na F-AcOEt, 309,3 ± 2,73, 

seguida do EB, o qual apresentou 268 ± 3,26. Para as frações F-BuOH e F-CH2Cl2 

foram obtidos 132,2 ± 1,96 e 54,6 ± 0,33, respectivamente. 

 As cascas de C. domestica também foram submetidas a um doseamento de 

flavonóides totais. A análise foi realizada utilizando cloreto de alumínio 2% como 

reagente, e rutina como substância de referência. A maior concentração de 

flavonóides totais nas cascas de C. domestica foi obtida para a F-BuOH, 14,18 ± 0,1, 

seguida da F-AcOEt, 13,98 ± 0,09. Para o EB foi obtida a concentração de 13,69 ± 

0,05, e para a F-CH2Cl2, 12,0 ± 0,12. As cascas de C. domestica foram ainda 

avaliadas quanto ao teor de taninos condensados, segundo método da vanilina 

modificado. A maior concentração de taninos condensados foi encontrada na F-

BuOH, 149,7 ± 0,22, seguido do EB, 138,2 ± 1,85. As concentrações obtidas para as 

frações F-AcOEt e F-CH2Cl2 foram 131 ± 0,03 e 136,3 ± 0,05.  

Existe atualmente uma ampla variedade de métodos de análise capazes de 

avaliar capacidade antioxidante de substâncias presentes alimentos, fluidos 

biológicos, vegetais, entre outros. São métodos descritos na literatura, que 

necessitam de equipamentos e técnicas específicas, e que medem a atividade 

antirradicalar desenvolvida em contato com os radicais: 2,2-difenil-1-picrilidrazila 

(DPPH), ânion superóxido, radical hidroxila, peróxido, dentre outros. O resultado da 

análise depende da especificidade do radical pelos reagentes da reação de cada 

método (ADOM et al., 2002). A reação com DPPH é um método baseado na 

estabilização do radical, não necessitando extração. Como apresentado na Figura 5, 

a reação é determinada segundo mudança de cor de violeta ao amarelo (ZHANG, 

1999). 
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Figura 5 - Reação do DPPH com um composto fenólico 

(Reproduzido de Scotti et al., 2007) 

 

 O potencial antioxidante de C. domestica foi avaliada pelo método do DPPH, 

previamente descrito por Choi et al., (2002). Para a análise das cascas de C. 

domestica, a maior capacidade antioxidante observada foi para a F-AcOEt, a qual 

apresentou IC50 = 6,5 ± 0,81  (concentração necessária para inibir a atividade 

oxidante em 50%). A capacidade antioxidante da F-AcOEt mostrou-se superior a da 

substância de referência, o ácido ascórbico (IC50 = 9,0  ± 0,79). O EB apresentou 

IC50 = 12,3 ± 1,15, seguido da F-CH2Cl2 = 16,4 ± 0,35.  A F-BuOH demonstrou a 

menor atividade (IC50 = 19,5 ± 1,32). 

  Diversos extratos vegetais quando aplicados em modelos animais ou cultura 

de células neutralizam a reatividade radicalar, diminuindo lesões celulares a 

proteínas, lipídeos e ácidos graxos. Alguns destes compostos encontrados e 

extraídos de vegetais são os polifenóis, os flavonóides, os organosulfídeos e os 

indóis. Os compostos fenólicos formam o maior grupo de antioxidante extraído de 

vegetais, neutralizando a reatividade radicalar através da doação de um átomo de 

hidrogênio (F’GUYER et al., 2003; NIKOLIC, 2006).  

Os compostos fenólicos são polares e encontram-se nos vegetais sob a forma 

de polímeros, na  qual estão os taninos e as ligninas. Os taninos hidrolisáveis 

contêm um núcleo central de glicose ou um álcool poliídrico, esterificado com ácido 

gálico ou elágico, e são prontamente hidrolisáveis com ácidos, bases ou enzimas. 

Os taninos condensados, presentes no vinho tinto, são precursores das 

procianidinas, formando posteriormente dímeros (SOARES, 2002).  
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O chá verde ou preto extraído da espécie Camellia sinensis constitui um 

extrato vegetal rico em antioxidantes. Existe uma grande variação na sua 

composição, mas de forma geral apresentam catequinas (epigalocatequina, 

epigalocatequina-3-galato, epicatequina galato e galocatequina). Em adição, no chá 

também encontramos flavonóides (quercetina, campferol, myricintina), cafeína, 

teofilina, alcalóides (teobromina), ácido polifenólicos e ácido gálico (F’GUYER et al., 

2003). 

 Neste estudo foi verificada uma correlação positiva entre o elevado teor de 

polifenóis e a maior capacidade antioxidante da F-AcOEt, nas análises realizadas 

com as cascas. Conforme será discutido adiante, a análise em Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE) revelou a presença de diversos compostos 

fenólicos e flavonóides como parte da constituição desta fração. Já a F-BuOH 

apresentou um teor de polifenóis inferior quanto comparado aos valores obtidos para 

a F-AcOEt e o EB, apresentando também um valor maior de IC50. Neste caso foi 

estabelecida uma relação positiva entre o baixo teor de polifenóis e a menor 

capacidade antioxidante.  

A estrutura dos grupos fenólicos e possíveis alterações nas hidroxilas, como 

por exemplo, por glicosilação, provocam um decréscimo da atividade antioxidante, 

devido à redução do número de hidroxilas livres e ao impedimento estérico que o 

açúcar proporciona, dificultando a ligação do captador ao radical livre (CHO et al., 

2003). Também existem compostos que reagem fortemente com o DPPH, e outros 

que possuem um mecanismo de reação mais lento (TSIMOGIANNIS, 

OREOPOULOU, 2005). É possível que a F-BuOH obtida das cascas tenha 

apresentado uma atividade um pouco menor devido a estas razões.  

 Em comparação aos resultados obtidos  com a espécie C. domestica, 

podemos citar outras espécies avaliadas sob as mesmas condições analíticas, como 

por exemplo a espécie Ilex paraguariensis. Em estudo realizado por Schubert et al. 

(2007), a fração acetato de etila apresentou IC50 = 13,26 µg/mL, e a butanólica, 

27,22 µg/mL. As frações acetato de etila e butanólica da espécie Scutia buxifolia, 

popularmente conhecida como coronilha, expressaram os valores de IC50 = 4,32 e 

4,35 µg/mL (BOLIGON et al., 2009).  

Na determinação do teor de flavonóides totais realizada para as cascas, os 

resultados obtidos foram bastante semelhantes para o extrato bruto e frações, tendo 
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a F-BuOH apresentado um valor ligeiramente maior que as outras amostras, bem 

como apresentou também o maior valor de taninos condensados.  

Adicionalmente ao teste in vitro do DPPH realizado para determinar a 

capacidade antioxidante de C. domestica, as cascas foram avaliadas quanto à 

inibição da peroxidação lipídica pelo método do TBARS.  No ensaio do TBARS, o Fe 

(II), um conhecido pro-oxidante, pode induzir neurotoxicidade via estimulação da 

reação de Fenton, e seus níveis estão aumentados em algumas doenças 

degenerativas (BOSTANCI, BAGIRICI, 2008). Alguns estudos têm documentado 

altos níveis de TBARS em tecidos cancerosos quando comparados com tecidos 

normais (GUPTA et al., 2004).  O cérebro é particularmente sensível a ação dos 

radicais livres devido ao seu alto consumo de oxigênio e baixa concentração de 

enzimas antioxidantes. Por esta razão, o tecido encefálico de ratos é comumente 

utilizado neste ensaio. 

Os resultados indicam que as cascas de C. domestica diminuíram 

significativamente os níveis de TBARS no tecido cerebral. As frações F-AcOEt, F-

BuOH e EB apresentaram boa atividade, sendo o melhor resultado apresentado pela 

F-AcOEt. Os resultados obtidos em ordem de melhor atividade foram F-AcOEt (IC50 

= 11.11 ± 0.850 µg/mL, F-BuOH (IC50 = 15.2 ± 1.14 µg/mL), EB (IC50 = 18,1 ± 2,02 

µg/mL) e F-CH2Cl2 IC50 = 44,5 ± 2,31 µg/mL). Neste ensaio também foi observada 

uma correlação positiva entre a capacidade antioxidante e alto teor de polifenóis 

encontrado para a F-AcOEt.  

As duas misturas isoladas da F-CH2Cl2 (lupeol + �-amirina; �-sitosterol + 

estigmasterol) também foram submetidas ao ensaio do TBARS para investigar seu 

potencial antioxidante. Alguns autores já relataram resultados positivos envolvendo 

ensaios de peroxidação lipídica com compostos triterpênicos (PRASAD, et al., 2007; 

GEETHA, et al., 1998), entretanto, os as substâncias foram administradas in vivo 

para posterior realização da análise, o que parece ser a metodologia mais 

adequada, levando em consideração a grande apolaridade desta classe de 

compostos, o que dificulta a solubilização nos regentes polares utilizados no ensaio. 

Desta forma,  as duas misturas não inibiram significativamente os níveis de TBARS, 

provavelmente devido a questão da polaridade.  

 Os bons resultados obtidos na avaliação da capacidade antioxidante, 

principalmente para a fração F-AcOEt, motivaram a realização da análise por CLAE, 
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com o objetivo de identificar e quantificar os principais compostos fenólicos que 

possam ser os responsáveis pela boa atividade. Para a realização da análise 

cromatográfica, foi utilizado método de gradiente de eluição. O EB e as frações 

foram investigadas quanto à presença dos seguintes compostos fenólicos: ácido 

gálico, ácido clorogênico, e ácido caféico; e dos flavonóides: quercetina, rutina e 

campferol (Figura 6). A identificação dos compostos foi realizada por comparação 

dos tempos de retenção e dos espectros de absorção com aqueles dos padrões. 

 Os resultados obtidos demonstraram que todas as substâncias testadas estão 

presentes na constituição da F-AcOEt das cascas. A substância encontrada em 

maior concentração (50,81% ± 0,64) foi o ácido caféico (tR = 27,42 min), seguido do 

ácido clorogênico (5,38% ± 0,12, tR = 24,65 min), campferol (4,16% ± 0,54, tR = 53,75 

min). Em menores quantidades, foram identificados ácido gálico (2,83% ± 1,12, tR = 

13,9), quercetina (0,96% ± 0,83) tR = 48,57) e rutina (0,18% ± 0,25, tR = 37,84). A 

presença destes compostos parece estar estreitamente relacionada com a boa 

capacidade antioxidante demonstrada por esta fração. Para a F-BuOH foram 

encontrados os três flavonóides testados, porém as concentrações destes 

compostos foram baixas: rutina (0,02% ± 0,41, tR = 37,51 min), quercetina (0,06% ± 

0.22, tR = 47,24 min) e campferol (0,34% ± 0.92, tR = 53,9 min). No EB, foram 

identificados o ácido gálico (3,28% ± 0,12, tR = 14,0 min), rutina (0,10% ± 0,31, tR = 

37,93) e quercetina (0,71% ± 0,26, tR = 47,3 min). Para a F-CH2Cl2 foram 

identificados ácido gálico (2,46% ± 0,23, tR = 13,0) e rutina (0,62% ± 0.22). 

 A maior classe de compostos fenólicos é composta pelos ácidos 

hidroxicinâmicos, encontrados na maioria das plantas. O maior representante dos 

ácidos hidroxicinâmicos é o ácido caféico, que ocorre principalmente na forma 

esterificada com o ácido quínico, formando o ácido clorogênico (OLTHOF et al., 

2000). O café é a maior fonte de ácido clorogênico na dieta humana, sendo que a 

ingestão diária de café fornece entre 0,5 – 1 g do composto. O ácido clorogênico e o 

ácido caféico são antioxidantes in vitro e podem inibir a formação de mutações e a 

carcinogênese, visto que inibem a reação de N-nitrosação in vitro (KONO et al., 

1995), além de inibirem danos ao DNA (KASAI et al., 2000; SHIBATA et al., 1999).  

A associação entre o consumo de café e a baixa incidência de câncer de cólon em 

alguns estudos epidemiológicos (GIOVANNUCI, 1998; FAVERA et al., 1998) pode 

ser explicada em parte, pela presença destes ácidos.  
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 O ácido gálico, derivado do ácido benzóico também é um ácido fenólico já 

reportado como captador de radicais, inclusive o DPPH (FUKOMOTO, MAZZA, 

2000). Um estudo evidenciou também atividade antioxidante no pH estomacal 

GUNCKEL et al., 1998).  

Os flavonóides consistem em um grupo de substâncias fenólicas de baixo 

peso molecular, sendo que seus efeitos benéficos para a saúde já eram conhecidos 

antes de estes compostos serem isolados efetivamente. Um dos efeitos mais 

importantes dos flavonóides é a captação de radicais livres. Experimentos in vitro 

também demonstram atividades antiinflamatória, antialérgica, antiviral e 

anticarcinogênica (AHERNE, O´BRIEN, 2002; NIJVELDT et al., 2001).  Sob o ponto 

de vista químico, são compostos formados por um núcleo comum fundamental 

benzopirano ou cromado unido a anel aromático caracterizado pelo esqueleto de 

carbono C6-C3-C6. São subdivididos, sucintamente, como segue: flavonol, flavona, 

catequina, flavana, flavanona, antocianidina e isoflavonóide. Neste estudo foram 

identificados três flavonóis: rutina, quercetina e campferol.   

A rutina, flavonóide da classe dos flavonóis, é empregada como potente 

antioxidante, na prevenção ou tratamento da insuficiência venosa ou linfática e da 

fragilidade ou permeabilidade capilar (BRUNETON, 1991; NISHIKAWA et al., 2007). 

Quercetina e campferol  são  flavonóis amplamente distribuídos pelo reino vegetal - 

apresentam significativa ação anti-inflamatória, que pode ser atribuída à inibição das 

enzimas fosfolipase A2 (PLA2), lipo-oxigenase, ciclo-oxigenase e inibição da 

produção de óxido nítrico, através da modulação enzimática (YOON, BAEK, 2002). 
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Figura  6 - Compostos fenólicos identificados por CLAE nas cascas e folhas de C. 

domestica. 1 = ácido gálico; 2 = ácido caféico; 3 = ácido clorogênico; 4 = quercetina; 

5 = rutina; 6 = campferol. 

 

Os resultados obtidos em análise por cromatografia gasosa acoplada a 

espectro de massas (CG/MS) sugeriram a presença de �-caroteno e licopeno na F-

CH2Cl2. Desta forma, foi realizada análise em CLAE para identificação e 

quantificação. O licopeno foi apenas identificado com base do tempo de retenção (tR 

= 7,5 min.), devido à escassez de padrão de referência. Para a análise do �-

caroteno foi construída uma curva de calibração (Y = 44368x – 3307,2) e os 

resultados foram comparados com o tempo de retenção (tR = 12,4 min). Esta 

substância foi encontrada em proporção de 3,73% ± 1,02. A análise também foi 

realizada com a F-AcOEt das cascas, porém os compostos não foram detectados 

nesta fração. A presença destes compostos carotenóides podem justificar a boa 

atividade antioxidante apresentada pela F-CH2Cl2.  

As testes realizados para avaliação da capacidade antioxidante pelos 

métodos do DPPH e TBARS, os doseamentos dos teores de polifenóis e 
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flavonóides, bem como as análises por CLAE de alguns compostos fenólicos e 

carotenóides originaram dois artigos, sendo um aceito para publicação do periódico 

Revista Saúde, e outro que se encontra submetido ao periódico Journal of 

Ethnopharmacology.  

Os estudos de isolamento deste trabalho priorizaram a F-CH2Cl2 como 

material de partida. A F-CH2Cl2 foi obtida em boa quantidade no processo de 

extração seqüencial e apresentou um perfil cromatográfico interessante por análise 

em CCD. 

 Sucessivos procedimentos de isolamento em coluna cromatográfica 

realizadas com a F-CH2Cl2 levaram a diversas subfrações de ± 100 mL cada, as 

quais foram agrupadas de acordo com a similaridade do perfil cromatográfico. A 

subfração F-16-38 foi submetida a um novo fracionamento em coluna, para 

obtenção das subfrações F-11-15, a qual originou o isolamento da mistura de lupeol 

+ �-amirina, e a F-16-25, originando o mistura �-sitosterol + estigmasterol  (Figura 

7).  

 

 
Figura 7 - Esquema ilustrativo do processo de isolamento das misturas de �-

sitosterol + estigmasterol e lupeol + �-amirina. 
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 As subfrações F-11-15 e F-16-25 foram submetidas à análise por ressonância 

magnética nuclear de 1H e 13C, análise por CG/EM e por CLAE. 

 O espectro de RMN de 13C da F-11-15 mostrou a presença de 60 átomos de 

carbono, indicando a presença de uma mistura de duas substâncias. Foram 

identificadas ressonâncias características em 18,4, 109,3 e 150,9 ppm, sugerindo a 

presença de um grupo isoprenil alocado em C-30, C-29 e C-20, respectivamente, e 

compatível com o esqueleto de triterpeno pentacílico lup-20(29)-ene-3-ol (MORITA 

et al., 2000). No espectro de 1H foram observados sinais característicos do grupo 

isoprenil: dois dubletos em δ 4,61 e 4,49 ppm, correspondendo aos prótons geminais 

olefínicos H-29a e H-29b, e um singleto correspondente a metila em δ 1,60 ppm, 

alocado em CH3-30. A comparação destes dados de identificação para o composto 1 

da mistura bem como os demais sinais foram comparáveis com os sinais descritos 

para o lupeol, previamente isolado para as folhas de  Vernonia tweediana (ZANON 

et al., 2008). Desta forma, o composto 1 foi identificado como lupeol.  

 Os sinais sp2 remanescentes no espectro de da F-11-15 foram identificados 

em δ 121,7 e 145,2 ppm, característicos ao núcleo da �-amirina (tipo oleanano), com 

uma dupla ligação nas posições C-12 e C-13  (ZANON et al., 2008; GONZÁLEZ-

LAVAUT et al., 2008). No espectro de 1H foram observados sinais característicos em 

δ 5,10 ppm para o H-12 (1H, t, J = 3.5 Hz) e em δ 3,13 ppm (1H, dd, J= 5.0 e 11.0 

Hz), atribuído ao próton em C-3. Os dados atribuídos ao composto 2 mostraram-se 

compatíveis com os sinais obtidos para a �-amirina (GONZÁLEZ-LAVAUT et al., 

2008).  

 O espectro de RMN de 13C da F-16-25 indicou a presença de 58 átomos de 

carbono, consistindo em uma nova mistura de compostos. Quatro sinais sp2 

alocados em  δ 121,7, 129,3, 138,1 e 140,8 ppm indicaram a presença de duas 

duplas ligações. Os sinais em δ 121,7 e 140,8 são característicos de esteróides com 

dupla ligação entre C-5 e C-6 (FORGO, KÖVÉR, 2004; DE-EKNANKUL,  

POTDUANG, 2003), enquanto que os sinais em  δ 129,3 e 138,1 ppm são típicos de 

triterpenos com dupla ligação entre C-22 e C-23 (FORGO, KÖVÉR, 2004). Os 

compostos β-sitosterol (24α-ethyl-cholestan-5-en-3-β-ol) e estigmasterol (24α-ethyl-

chlolestan-5,22-dien-3β-ol) apresentam uma dupla ligação da mesma posição (∆5), 

fazendo com que os sinais no espectro de RMN coincidam, mostrando-se mais 
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intensos quando comparados com os outros dois sinais sp2 (∆22) que pertencem 

apenas ao estigmasterol (DE-EKNANKUL, POTDUANG, 2003). 

 Um intenso singleto em δ 5,23 ppm no espectro de 1H é característico de H-6 

nos dois compostos e o duplo dubleto em δ 5,05 e 4,95 ppm pertence aos prótons 

olefínicos do estigmasterol. Desta forma, a mistura foi elucidada como uma mistura 

dos compostos β-sitosterol e estigmasterol. 

 As subfrações contendo as substâncias isoladas também foram submetidas à 

análise por CG/EM. A amostra contendo lupeol + �-amirina apresentou picos 

intensos em 25,88 e 26,72 min, correspondendo a �-amirina e ao lupeol, 

respectivamente. O espectro de massas apresentou um sinal em m/z 426, 

correspondendo ao íon molecular do lupeol. Também foram observados picos 

oriundos da fragmentação do tipo Retro-Diels-Alder, que é típica de triterpenos 

pentacíclicos. O espectro da �-amirina mostrou sinal em m/z 203, o que confirma a 

identidade do composto. Sinais correspondentes a fragmentação Retro-Diels-Alder 

típica de compostos do tipo oleano e ursano foram observados em m/z 218, 203, 

189 (OGUNKOYA, 1981). O espectro de massa da �-amirina e da �-amirina são 

muito similares, diferenciando apenas na intensidade de alguns picos, 

principalmente o pico 203, que é mais intenso na �-amirina (BUDZIKIEWICZI, 1963).  

A subfração contendo �-sitosterol + estigmasterol apresentou picos em 24,32 

e 25,25 min, correspondendo ao estigmasterol e �-sitosterol, respectivamente. Os 

picos mais intensos foram observados em m/z 207, 205 e 412 para o estigmasterol, 

e em m/z 213, 303 e 414 para o β-sitosterol (ZANON et al., 2008).  

 Os compostos isolados foram ainda submetidos à análise por CLAE para 

quantificação nas misturas e na F-CH2Cl2 obtida das cascas. Resumidamente, na  F-

11-15 foi obtida uma proporção de 73,47% de lupeol e 24,05% de �-amirina. Para a 

fração F-16-25 foi observada proporção de 36,66% de �-sitosterol e 61,52% de 

estigmasterol. Na quantificação dos compostos na F-CH2Cl2, foram observadas as 

proporções: lupeol (28,20%), �-amirina (19,98%), estigmasterol (12,52%) e �-

sitosterol (5,85%). Os procedimentos de isolamento e as análises por métodos 

espectroscópicos e cromatográficos originaram o artigo que foi aceito para 

publicação no periódico Natural Product Research. 

 No anexo desta dissertação encontram-se as demais publicações científicas 

realizadas a partir do estudo desta espécie. 
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6. CONCLUSÕES 

 

• Da fração diclorometano foram isolados duas misturas de 

fitoesteróis/triterpenos: �-sitosterol + estigmasterol e lupeol + �-amirina. 

• Os compostos isolados foram quantificados por CLAE na fração 

diclorometano. O composto encontrado em maior quantidade foi o triterpeno 

lupeol, seguido da �-amirina, estigmasterol e �-sitosterol. 

•  Na fração diclorometano, também foram identificados os carotenóides 

licopeno e �-caroteno.  

• A análise por CLAE do extrato bruto e frações revelou a presença dos 

compostos: ácido gálico, ácido caféico, ácido clorogênico, rutina, quercetina e 

campferol.  A fração acetato de etila apresentou todos os compostos testados 

em sua constituição. 

• No ensaio realizado com o radical DPPH a fração acetato de etila apresentou 

a melhor capacidade seqüestradora de radicais livres.  

• O ensaio do TBARS demonstrou que as frações e o extrato bruto foram 

capazes de inibir a peroxidação lipídica, tendo a fração acetato de etila 

apresentado o melhor resultado.  

• Os fitoesteróis e triterpenos isolados não inibiram significativamente o 

peroxidação lipídica, possivelmente devido à questão da solubilidade dos 

compostos. 

• A fração acetato de etila apresentou o maior teor de polifenóis totais. 

• A fração butanólica apresentou o maior teor de taninos condensados e 

flavonóides totais.  

• Este trabalho de pesquisa originou dois artigos científicos os quais estão 

publicados e/ou aceitos para publicação em revistas científicas 

especializadas, e um manuscrito que se encontra submetido a um periódico 

especializado.   
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ANEXO 1 – Espectro de 13C - RMN (100 MHz, CDCl3) da mistura lupeol + �-amirina 
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ANEXO 2 -  Espectro de 1H - RMN (100 MHz, CDCl3) da mistura lupeol + �-amirina 
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ANEXO 3 -  Espectro de 13C - RMN (100 MHz, CDCl3) da mistura estigmasterol + �-

sitosterol 
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ANEXO 4 -  Espectro de 1H - RMN (100 MHz, CDCl3) da mistura estigmasterol + �-

sitosterol 
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