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MHz                          Megahertz 

NP                             ácido difenilbórico etanolamina 

RMN de ¹H               Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio 

RMN de ¹³C              Ressonância Megnética Nuclear de Carbono-13 

s                                 simpleto 

sl                                simpleto largo 

Trolox                        ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico 

UV-Vis                      Ultravioleta-Visível  
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RESUMO 

 
Contribuição ao estudo químico e avaliação da atividade antioxidante dos frutos verdes 

de Clusia paralicola (Clusiaceae) 
 

Programa de Pós-graduação em Química 
Universidade Federal Rural de Pernambuco 

Rafaela Oliveira Ferreira (rafaella.oliveira@hotmail.com) 
 
Clusia paralicola (Clusiaceae) têm ocorrência nas florestas nordestinas, especialmente 
do semi-árido e dos brejos de altitude, é conhecida popularmente como pororoca. Este 
trabalho descreve o estudo químico e a avaliação da atividade antioxidante dos frutos 
verdes de Clusia paralicola. O estudo químico resultou no isolamento e identificação de 
dois biflavonóides (GB-1-7”-O-glicosídeo e 3,8”-binaringenina-7”-O-β-glicosídeo), 
uma catequina (epicatequina), dois esteróides (β-sitosterol e estigmasterol), um 
fenilpropanóide (1,3,5-trimetoxi-2-propenilbenzeno) e um triterpeno (β-amirina). As 
estruturas das substâncias isoladas foram elucidadas pelas análises dos espectros de 
RMN de ¹H e ¹³C, incluindo 2D e LC-ESI-MS. A estereoquímica absoluta dos 
biflavonoides foi determinada através da análise de dicroismo circular e a elucidação 
estrutural completa foi realizada com GB1-7-O-glicosídeo. Para a determinação do teor 
de fenólicos totais foi utilizado o reagente de Folin-Ciocalteu e para avaliar o potencial 
antioxidante foram realizados os ensaios com DPPH, ABTS e o sistema β-
caroteno/ácido linoléico com o extrato EtOHe frações hexânica, AcOEt e MeOH/H2O. 
A avaliação da atividade antioxidante foi realizada também com a mistura dos 
biflavonoides. Para o teor de fenólicos totais, atividade antiradicalar (ABTS e DPPH) e 
atividade antioxidante com o sistema β-caroteno/ácido linoléico foram mais ativos o 
extrato EtOH e a fração AcOEt. O extrato EtOH e frações testadas apresentaram 
correlação com o teor de fenólicos totais e atividade antioxidante. Com exceção da β-
amirina, previamente identificada no látex de C. paralicola, todas as substâncias estão 
sendo relatadas pela primeira vez nesta espécie. A esteroquímica absoluta foi 
determinada como sendo (2R, 3S, 2”R, 3”R)- GB1-7-O-glicosídeo e (2R, 3S, 2”R)-3,8”-
binaringenina-7-O-glicosídeo. Estes biflavonóides são inéditos no gênero Clusia. 
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ABSTRACT 
 

Contribuição ao estudo químico e avaliação da atividade antioxidante dos frutos verdes 
de Clusia paralicola (Clusiaceae) 

 
Programa de Pós-graduação em Química 

Universidade Federal Rural de Pernambuco 
Rafaela Oliveira Ferreira (rafaella.oliveira@hotmail.com) 

 
Clusia paralicola (Clusiaceae) occurrs in forests from northeastern Brazil, especially in 
the semi-arid and wet forests, is popularly known as pororoca. This work describes the 
chemical and antioxidant activity of the green fruits from Clusia paralicola G. Mariz 
Cunha and resulted in the isolation and identification of two biflavonoids (GB1-7"-O-
glucoside and 3,8 '-binaringenin-7"-O-β-glucoside), a catechin (epicatechin), two 
steroids (β-sitosterol and stigmasterol), a phenylpropanoid (1,3,5-trimethoxy-2-
propenilbenzen) and a triterpene (β-amyrin). The structures of isolated compounds were 
elucidated by analysis of NMR spectra of ¹H and ¹³C, including 2D and LC-ESI-MS. 
The absolute stereochemistry of biflavonoids was determined by circular dichroism 
analysis and complete structural elucidation was performed to GB1-7-O-glucoside. To 
determine the total phenolic content was used Folin-Ciocalteu test and to evaluate the 
antioxidant potential were used DPPH, ABTS and the system β-carotene/ linoleic acid 
with the EtOH extract and hexane, EtOAc and MeOH/H2O fractions. Evaluation of 
antioxidant activity was also performed with mixtures of two biflavonoids. For the total 
phenolic content, antiradicalar activity (DPPH and ABTS) and antioxidant activity with 
the system β-carotene/linoleic acid were more active the EtOH extract and EtOAc 
fraction. The EtOH extract and fractions tested showed correlation with the total 
phenolic content and activity antioxidant. With the exception of β-amyrin, previously 
identified in the latex of C. paralicola, all substances are being reported for the first 
time in this species. The absolute stereochemistry was determined as (2R, 3S, 2”R, 
3”R)-GB1-7-O-glucoside and (2R, 3S, 2”R)-3.8'-binaringenina-7-O-glycoside. These 
biflavonoids are inedited in the Clusia genus. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 
A família Clusiaceae pertence à ordem das Malpighiales e compreende cerca de 

40 gêneros e mais de 1200 espécies distribuídas principalmente nas regiões tropicais 

úmidas de todo o mundo (DE OLIVEIRA et al., 1996; CAMPANA et al., 2010). As 

espécies desta família são em sua maioria lenhosas, arbóreas ou arbustivas, incluindo 

algumas herbáceas. Suas flores são geralmente vistosas, apresentando-se isoladas ou 

reunidas em inflorescência (JOLY, 1983). Suas folhas apresentam cavidades secretoras 

resiníferas, sendo algumas delas produtoras de resinas aromáticas que, somadas aos 

canais secretores, promovem o acúmulo de diversos tipos de metabólitos secundários, 

tais como xantonas e cumarinas (CARDONA et al., 1990; CORTEZ et al., 1999). São 

caracterizadas pela produção de látex, muitas vezes coloridos. Embora algumas espécies 

ofereçam néctar ou pólen como recurso para os polinizadores, a ocorrência de 

recompensas raras, como resinas (Clusia) e óleos aromáticos (Tovomita), com o intuito 

de atrair polinizadores, como abelhas, beija-flores e besouros é freqüente nesta família 

(DA CAMARA, 2001).  

Plantas produtoras de resina (Clusia) têm um papel importante na comunidade 

ecológica, por fornecerem matéria prima básica para a construção de ninhos de várias 

espécies de abelhas, que podem estar coletando este material em conjunto com os grãos 

de polén e assim realizando a polinização em outras espécies vegetais que dependem da 

polinização cruzada. Além da função estrutural, a resina usada nos ninhos ainda serve 

como proteção contra invasores e desempenha também função antimicrobiana 

(CARMO & FRANCESCHINELLI, 2002). 

Espécies da família Clusiaceae contendo constituintes derivados de compostos 

fenólicos, especialmente os derivados de floroglucinol e benzofenonas (BEERHUES & 

LIU, 2009; COMPAGNONE et al., 2008), têm despertado o interesse por apresentarem 

diversas atividades biológicas promissoras, a exemplo das atividades antioxidantes 

relatadas para Garcinia assigu (ITO et al., 2003), Garcinia cambogia 

(KALODZIECZYK et al., 2009) e Symphonia globulifera (NGOUELA et al., 2006). 

Além de apresentarem em sua composição química outros metabólitos bioativos, 

pertencentes à classe dos flavonóides, triterpenos, esteróides, tocotrienóis, tocoferóis, 

dentre outros (DA CAMARA, 2001; TEXEIRA et al., 2006; LEAL et al., 2010). 
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1.1. Gênero Clusia e a espécie Clusia paralicola 

 

O gênero Clusia (Subfamília Clusioideae) abrange cerca de 250 espécies 

distribuídas do sul da Florida até o sul do Brasil (DE OLIVEIRA, 1999), sendo 

conhecidas popularmente como “cebolas-das-matas” (ENGLER, 1888). A maioria das 

espécies é dióica e caracterizam-se por produzir grande quantidade de látex na maioria 

dos seus tecidos e resinas florais ricas em benzofenonas polipreniladas (STEVENS, 

2002). As resinas florais são oferecidas como recompensa aos polinizadores, como as 

abelhas, que as utilizam para a construção de seus ninhos devido às características de 

polimerização das benzofenonas polipreniladas (ARMBRUSTER, 1984; ROUBIK, 

1989). 

O uso popular de plantas deste gênero está relacionado à presença do látex e da 

resina, sendo utilizadas popularmente no tratamento de reumatismo, problemas 

estomacais e como purgativos (SALAMA, 1986). A resina extraída dos frutos de C. 

rosea é empregada na cicatrização de ferimentos por nativos da Venezuela (PITTER, 

1970). As flores de C. insignis, popularmente conhecida como “apuí”, são empregadas 

como purgativas (BALBACH, 1986). Já o extrato aquoso das folhas de C. coclensis é 

usado na medicina popular no tratamento de hipertensão arterial (GARCÍA-

GONZALEZ & MATAMOROS, 1998).   

Investigações fitoquímicas com C. rosea (GUSTAFSON et al., 1992), C. 

nemorosa (CERRINI et al., 1993) e C. grandiflora (LOKVAM et al., 2000) tem 

revelado a presença de benzofenonas poliisopreniladas nos frutos, raiz, folhas e látex. 

Substâncias pertencentes a esta classe de produto natural mostraram atividade inibitória 

sobre o vírus da imunodeficiência humana (HIV) (GUSTAFSON et al., 1992; 

HUERTA-REYES et al., 2004). A atividade anticâncer mostrada também por Clusia 

rosea é atribuída à presença de benzofenonas isopreniladas e tem como alvo a enzima 

topoisomerase (DIAZ-CARBALLO et al., 2003). Clusianona e seus derivados também 

apresentaram atividade anticâncer e contra doenças virais, sendo inibidores da 

topoisomerase e telomerase (SEEBER et al., 2003a; SEEBER et al., 2003b). Estes fatos 

têm despertado o interesse pelo estudo de espécies de Clusia de diferentes habitats nos 

ecossistemas do Brasil (GUIMARÃES et al., 2008). 

Clusia paralicola G. Mariz Cunha (Figura 1, p. 22) tem ocorrência nas florestas 

nordestinas, especialmente nas florestas de altitude do semi-árido ou brejos de altitude 
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(ALCOFORADO-FILHO et al., 2003). Caracteriza-se, como a maioria das espécies do 

gênero por ser dióica, apresentando flores grandes e vistosas (CAMPANA et al., 2010). 

O estudo químico com Clusia paralicola mostra-se de grande importância, pois 

há poucos relatos na literatura envolvendo esta espécie. Investigações sobre o potencial 

biológico do extrato acetônico da raiz de C. paralycola revelaram significativa ação 

antimicrobiana e estudos fitoquímicos deste extrato levaram ao isolamento do 

fenantreno prenilado paralicolina A que, em testes “in vitro”, demonstraram promissora 

atividade citotóxica (DELLE MONACHE et al., 1987). Também das raízes de C. 

paralycola foram isoladas três novas diarilas com potente atividade citotóxica sobre 

linhagens de células KB (linfócitos B Killer) e atividade de cisão de fita do DNA (SEO 

et al., 1999). Além disso, DE OLIVEIRA et al. (1996) verificaram a presença de 

benzofenonas isopreniladas nos extratos etanólicos metilados das resinas florais desta 

espécie.  

 

 

Figura 1. Clusia paralicola. 

 

 

 

 

Fonte: Antônio C. S. Lins, 2010 
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1.1.2. Biossíntese e ocorrência de benzofenonas no gênero Clusia 

 

As benzofenonas são compostos cetônicos de origem natural e de distribuição 

restrita, ocorrendo principalmente na família Clusiaceae e Gentianaceae. A família 

Clusiaceae se destaca pelas suas benzofenonas geralmente substituídas por isoprenóides 

ou geranóides, que podem estar ciclizados ou não (KUSTER & ROCHA, 2000). As 

benzofenonas poliisopreniladas e outras substâncias benzofenônicas e alquil-aril-

cetonas poliisopreniladas foram isoladas dos gêneros Garcinia, Rheedia e Clusia, em 

diversos órgãos das plantas (DE OLIVEIRA et al., 1996; MACHADO, 2002; ITO et 

al., 2003).  

As benzofenonas são compostos formados por síntese mista a partir das vias do 

ácido chiquímico e do acetato (CUESTA-RUBIO et al., 1999; GROSSMAN & 

JACOBS, 2000). Esses compostos são produzidos nas plantas superiores pela 

benzofenona sintase (BPS), uma enzima policetideo sintase (PKS), que cicliza o 

produto formado pela condensação de benzoil-CoA e três unidades de malonil-CoA. 

Dessa forma ocorre a formação do esqueleto C13 das benzofenonas. O produto da reação 

da BPS e seus derivados hidroxilados podem sofrer prenilações utilizando unidades C5 e 

C10 de isoprenóides como doadores de prenilas. A reação de ciclização intramolecular 

das benzofenonas origina as xantonas (HAMED et al., 2006; BEERHUES & LIU, 

2009). A seguir (Tabela 1, p. 23) são listadas algumas benzofenonas isoladas do gênero 

Clusia. 

 

Tabela 1. Ocorrência de benzofenonas em espécies do gênero Clusia, família 

Clusiaceae. 

Benzofenona           Espécie de                 Referência 

             Clusia 

7 – epi – Clusianona (1)  C. sandinensis           PICCINELLI et al., 2005 

 C. torresii 

Clusianona (2)  C.fluminensis            PORTO et al., 2000 

  C. burchellii 

  C. lanceola 

  C. pana-panari 

 C. pernambucencis 
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 C. paralicola 

  C. weddelliana        

 

 

 

 

18-19-di-hidroxi-Clusianona(3) 

Gutiferona E (4) 

Cambogina/Isogarcinol  

Isoxantoquimol (5) 

Sampsoniona A (6) 

 

Sampsoniona B (7) 

Sampsoniona G (8) 

 

Nemorosona (9) 

 

 

 

 

7- epi- Nemorosona (10) 

 

 

 

 

Nemorosona II (11) 

 

 

 

 

Hidroxi-nemorosona (12) 

Grandona (13) 

Vedelianona A (14) 

 C. congestiflora 

 C. torresii 

 C. sandinensis       DE OLIVEIRA et al., 1996 

 C. spiritu-santensis 

 C. torresii               PICCINELLI et al., 2005  

 C. rosea                  GUSTAFSON et al., 1992 

 C. rosea                  PROTIVA et al., 2008             

 

 C. plukenetti    CIOCHINA & GROSSMAN, 2006 

 C. havetiodes          

 C. obdeltifolia        CRUZ & TEXEIRA, 2004 

 C. obdeltifolia        CRUZ & TEXEIRA, 2004 

 C. havetiodes          CHRISTIAN et al., 2001 

 C. torresii                PICCINELLI et al., 2005 

 C. rosea 

 C. grandiflora 

 C. insignis 

 C. nemorosa 

 C. nemorosona        HU & SIM, 1999 

 C. grandiflora 

 C. insignis 

 C. rósea 

 C. renggerioides 

 C. nemorosona         HU & SIM, 1999 

 C. grandiflora 

 C. rosea 

 C. renggerioides 

 C. insignis 

 C. nemorosona         DE OLIVEIRA et al., 1996 

 C. grandiflora           DE OLIVEIRA et al., 1996  

 C. weddelliana          PORTO et al., 2000 
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Vedelianona B (15) 

 

 

 

Lanceolatona (16) 

 

 

 

 

 

 

 

Vismiafenona B (17) 

Plucenetiona A (18) 

Plucenetiona B (19) 

Plucenetiona C (20) 

Plucenetiona D (21) 

Plucenetiona E (22) 

 

Plucenetiona F (23) 

 

Plucenetiona G (24) 

Propolona A (25) 

Propolona D (26) 

Hiperibona B (27) 

 C. lanceolata 

 C. fluminensis 

 C. burchelli 

 C. hilariana 

 C. pana-panari 

 C. pernambucensis 

 C. weddelliana             PORTO et al., 2000 

 C. lanceolata 

 C. pana-panari 

 C. paralicola 

 C. weddelliana             PORTO et al., 2000 

 C. lanceolata 

 C. fluminensis 

 C. burchellii 

 C. hilariana 

 C. pana-panari 

 C. paralicola 

 C. pernambunensis 

 C. ellipticifolia              GONZALEZ et al., 1983 

 C. plukenetii                  HENRY et al., 1999 

 C. plukenetii                  HENRY et al., 1999 

 C. plukenetii                  HENRY et al., 1999 

 C. plukenetii                  HENRY et al., 1999 

 C. havetiodes                CHRISTIAN et al., 2001 

 C. plukenetii                  HENRY et al., 1999 

 C. plukenetii                  HENRY et al., 1999 

 C. havetiodes                CHRISTIAN et al., 2001 

 C. plukenetii                  HENRY et al., 1999 

 C. torresii                      PICCINELLI et al., 2005 

 C. minor                        MARIN et al., 2008 

 C. minor                        MARIN et al., 2008 
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                     (1)                                                                                  (2) 

                                     
                       (3)                                                                                  (4) 

                                      
                       (5)                                                                                  (6) 
 
    

                      

          (7)                                                                                    (8) 

Figura 2. Estruturas de algumas das benzofenonas isoladas de espécies do gênero 

Clusia.     
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       (9)                                                                               (10) 

                                        

    (11)                                                                               (12) 

                                               

     (13)                                                                             (14) 

                                                 

                (15)                                                                               (16) 

Figura 2. Estruturas de algumas das benzofenonas isoladas de espécies do gênero 

Clusia. 
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As benzofenonas polipreniladas têm demonstrado diferentes propriedades 

biológicas, dentre elas: citoproteção contra HIV in vitro, propriedades antimicrobianas, 

atividade antioxidante e citotóxica (LENTA et al., 2007). 

 

1.2. Estresse oxidativo e antioxidantes de origem natural 

 

O estresse oxidativo em animais (Figura 3, p. 28) é causado pelo desbalanço 

entre os sistemas antioxidantes e a produção de compostos oxidativos (radicais livres) e 

está associado com diversas doenças, especialmente vários tipos de câncer, doenças 

cardiovasculares e desordens inflamatórias (KAWANISHI et al., 2002; ATOUI et al., 

2005; LAGUERRE et al., 2007). Embora as espécies reativas de oxigênio (ERO) e 

espécies reativas de nitrogênio (ERN) atuem de forma crucial em muitos processos 

biológicos e de defesa do organismo, sua superprodução pode contribuir para os 

fenômenos imunopatológicos relacionados ao estresse oxidativo (AWAH et al., 2010). 

 

 

 

 

Figura 3. Extresse Oxidativo (PÓVOA FILHO, 1995). 

 

O oxigênio molecular e seus radicais são os reagentes mais importantes na 

bioquímica dos radicais livres nas células aeróbicas. O termo “espécies reativas de 

oxigênio” (ERO) inclui os radicais livres contendo oxigênio, como o ânion superóxido 

(O2
-), o radical hidroxila (HO.), o radical peroxila (ROO.) e espécies não radicalares 

como o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o oxigênio singlete (
1O2), os quais são 

freqüentemente gerados como subprodutos de reações biológicas ou por fatores 

exógenos (GULCIN et al., 2003). 

As espécies reativas (ERO) atuam como mediadores da transferência de elétrons 

e em vários processos bioquímicos, como a fagocitose, processo em que espécies 

reativas de oxigênio são produzidas para eliminar o agente agressor por oxidação 

(HALLIWELL, 1995). 

ESTRESSE OXIDATIVO 
 
 
 

Descompartimentalização        Excesso de produção      Defesas antiradicalares 
 dos complexos de metais           de O2

· (superóxido)                   diminuídas 
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As ERO podem atacar as cadeias de ácidos graxos poliinsaturados dos 

fosfolipídios e do colesterol, iniciando assim a peroxidação lipídica nas membranas 

celulares. Os radicais de carbono formados podem reagir com o oxigênio originando 

radicais peroxila, que por sua vez podem atacar novas cadeias de ácidos graxos 

poliinsaturados, propagando a reação. O resultado deste processo é a oxidação de várias 

moléculas de ácidos graxos. Os hidroperóxidos formados durante a peroxidação lipídica 

podem reagir com metais, formando aldeídos e epóxidos, os quais são reativos e podem 

danificar o DNA (HASLAM, 1996; MULLER et al. 2007; SOUSA et al., 2007). 

Os antioxidantes são responsáveis por combater o excesso de radicais livres no 

organismo, sendo produzidos pelo próprio corpo ou absorvidos pela dieta. O termo 

antioxidante pode ser definido como “qualquer substância que, quando presente em 

baixa concentração comparada à do substrato oxidável, regenera o substrato ou 

previne significativamente a oxidação do mesmo” (HALLIWELL, 2000).  

Os antioxidantes podem atuar em diversas etapas do processo oxidativo, 

funcionando por diferentes mecanismos, dentre estes, podemos citar a doação de átomos 

de hidrogênio ou de elétrons, ligações de íons metálicos (alteração de valência), 

conversão de hidroperóxidos em espécies não-radicalares ou absorção de radiação UV 

(MAISUTHISAKUL et al., 2007) 

Estudos epidemiológicos têm associado dietas ricas em frutas e hortaliças com a 

redução do risco de doenças crônicas, cardíacas, neurológicas e cardiovasculares, bem 

como diversos tipos de câncer (BENAVENTE-GARCIA et al., 2001; PODSEDEK, 

2007). Os principais antioxidantes em vegetais são os tocoferóis (vitamina E), ácido 

ascórbico (vitamina C), carotenóides e os compostos fenólicos, especialmente os 

flavonóides (MOURE et al., 2001; PODSEDEK, 2007; LIU et al., 2011). 

Os compostos fenólicos geralmente apresentam ampla distribuição no reino 

vegetal. Sua principal característica é a presença do núcleo fenólico, podendo apresentar 

mais de uma hidroxila ligada ao anel benzênico, sendo assim, denominados de 

polifenóis. Essas substâncias são fruto do metabolismo secundário das plantas, e 

apresentam como funções fisiológicas nos vegetais atividades de defesa, incluindo 

relatos sobre supressão de apetite em insetos e também da inibição na germinação de 

sementes (CARVALHO et al., 2004). 

Os compostos fenólicos de plantas abrangem diversas categorias, como fenóis 

simples, ácidos fenólicos (derivados de ácido benzóico e cinâmico), cumarinas, 



30 
 

flavonóides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisáveis, lignanas e ligninas 

(NACZK & SHAHIDI, 2004).  

Acredita-se que a propriedade antioxidante de compostos fenólicos esteja 

relacionada à 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, atuando 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 (HASLAM, 1996; SOUZA et al., 

2007).  

Os flavonóides são compostos polifenólicos biossintetizados a partir da via dos 

fenilpropanóides (4-cumarilCoA) e derivados do malonil-CoA (MANN, 1987; 

DEWICK, 2001). Sua estrutura básica consiste em um núcleo fundamental, constituído 

de quinze átomos de carbono arranjados em três anéis (C6-C3-C6), sendo dois anéis 

fenólicos substituídos (A e B) e um pirano (cadeia heterocíclica C) acoplado ao anel A 

(Figura 4, p. 30) (DI CARLO et al., 1999). Eles participam de importantes funções no 

crescimento, desenvolvimento e na defesa dos vegetais contra o ataque de patógenos 

(DIXON & HARRISON, 1990). 
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Figura 4. Núcleo flavonoídico (I) e núcleo 4-oxo-flavonóide (II). 

 

Esta classe de metabólitos apresenta elevado potencial antioxidante e estudos 

epidemiológicos evidenciaram que seu consumo diário está associado à redução do 

risco de câncer e doenças cardiovasculares e exibem ainda ação antimicrobiana, 

antiviral e antiinflamatória. Entretanto, seu mecanismo de ação in vivo ainda não é 

conhecido (WANG & HUANG, 2004; GATTUSO et al., 2007). 
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A capacidade antioxidante de flavonóides depende de sua estrutura e pode ser 

determinada por cinco fatores: reatividade como agente doador de H e elétrons, 

estabilidade do radical flavanoil formado, reatividade frente a outros antioxidantes, 

capacidade de quelar metais de transição, solubilidade e interação com membranas 

(BARREIROS et al., 2006).  

A elevada atividade antioxidante conferida aos flavonóides pode ser atribuída à 

presença de hidroxilas adjacentes (orto-difenóis) localizadas em várias posições dos 

anéis A, B e C, ao sistema de conjugação eletrônica dos anéis aromáticos e a ligação 

dupla da função oxo (-C=O). Estudos indicam que agliconas, incluindo quercetina, 

luteolina, miricetina e kanferol têm apresentado maior potencial antioxidante que na 

respectiva forma heterosídica, visto que a presença do açúcar influencia no processo de 

interação dessas moléculas com as membranas celulares (RICE-EVANS et al., 1996; 

WANG & HUANG, 2004; BARREIROS et al., 2006; DORNAS et al., 2007). 

Estudos têm revelado que alguns antioxidantes sintéticos empregados em 

indústrias alimentícias com o intuito de inibir a peroxidação lipídica dos alimentos, tais 

como, butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroxi-

quinona (TBHQ) e galato de propila (GP), têm apresentado alguns efeitos tóxicos 

(SOARES, 2002; SOUSA et al., 2007). Uma vez que os consumidores vêm 

apresentando rejeição pelo uso de antioxidantes sintéticos, há um crescente interesse na 

obtenção de substâncias antioxidantes provenientes de produtos naturais (LIU et al., 

2011; MURCIA et al., 2004). 

Devido à freqüente ocorrência de benzofenonas polipreniladas bioativas e outros 

fenólicos em estudos com espécies de Clusia e a reduzida quantidade de relatos 

científicos sobre a composição química de Clusia paralicola, decidimos conduzir um 

estudo químico e a análise do potencial antioxidante desta espécie. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Geral 

 

- Contribuir para o conhecimento da composição química e atividade antioxidante 

dos frutos verdes de Clusia paralicola G. Mariz Cunha (Clusiaceae). 

 

2.2. Específicos 

 

- Estudar quimicamente os frutos verdes de C. paralicola pelo isolamento e 

determinação estrutural dos constituintes; 

- Avaliar o teor de fenólicos totais e atividade antioxidante através dos testes de 

DPPH·, ABTS·+ e do sistema β-caroteno/ácido linoléico do extrato e frações dos frutos 

verdes de C. paralicola. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Material vegetal 

 

Clusia paralicola é comumente encontrada nos estados da Paraíba e 

Pernambuco. Os frutos verdes de Clusia paralicola G. Mariz Cunha foram coletados em 

21 de maio de 2010, no município de Cruz do Espírito Santo – Paraíba, e uma exsicata 

encontra-se depositada no Herbário Lauro Xavier, UFPB. A amostra foi identificada 

pela profa. Dra. Maria de Fátima Agra, Laboratório de Tecnologia Farmacêutica Prof. 

Delby Fernandes de Medeiros, UFPB, João Pessoa, Paraíba. 

 

3.2. Obtenção dos extratos 

 

O material coletado, frutos verdes (280 g), foi triturado em liquidificador e 

submetido à extração à frio com etanol (15 vezes, 300 mL) até completa exaustão 

mostrada pela descoloração da solução extrativa. O material extraído foi filtrado e 

concentrado em rotavapor a 45 °C sob pressão reduzida e foi obtido o extrato etanólico 

(40 g). Parte do extrato etanólico (30 g) foi dissolvido em MeOH:H2O (1:1) (500 mL) 

em banho de ultrasom (30 min.). A solução obtida foi submetida a sucessivas extrações 

com hexano (5x 200 mL) e acetato de etila (5x 200 mL). As fases obtidas foram 

filtradas e concentradas em rotavapor, obtendo-se as frações hexânica (11 g), acetato de 

etila (10 g) e MeOH:H2O (7 g). 

 

3.3. Métodos Cromatográficos 

 

3.3.1. Cromatografia em Coluna (CC) e Cromatografia em Camada Delgada 

Analítica (CCDA) 

 

A cromatografia em coluna foi realizada tendo como suporte Sephadex LH-20 

(Amersham Biosiences, Suécia) e silíca gel (230-400 mesh, Merck). Para Cromatografia 

em Camada Delgada Analítica (CCDA) foram usadas cromatofolhas de sílica gel 60F254 

(Merck) e como reveladores foram utilizados, além da detecção por irradiação 

ultravioleta (254 e 366 nm), reagentes de Liebermann; soluções de cloreto férrico e 

ácido difenilbórico etanolamina-MeOH (reagente NP). 
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3.3.2. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 

Para análise em Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE-DAD) o 

sistema consistiu em duas bombas de solvente modelo LC-6AD, equipado com um 

detector de arranjo de diodos SPD-M20A (Shimadzu, Corp., Kyoto, Japan). As 

amostras foram injetadas em um injetor Rheodyne 7125i com um loop de 20 µL. A 

separação cromatográfica foi feita com uma coluna Supelcosil LC-18 (125 cm x 10mm 

x 5µm, Supelco, Bellefonte, USA), pré-coluna C-18 ODS SHIMADZU 4,0 mm, 

solvente (MeOH e acetonitrila) da Tedia (Tedia Brazil) grau HPLC/Espectro UV-visível 

e ácido fórmico Tedia (Tedia Brazil). Foram usados cartuchos com membrana Millipore 

com poros de 0,45 µm de diâmetro (SUPELCO, USA) para filtração das amostras e 

solventes a serem analisados. 

A análise da amostra FCAE7 por CLAE-DAD em método analítico foi realizada 

com o seguinte sistema de eluição: Ácido fórmico (1%, solvente A) e acetonitrila 

(solvente B) como fase móvel e gradiente crescente de 0-5 min. 80-100% de B e de 5-

20 min. 100% de B, com o fluxo de 1,0 mL/min. Para o monitoramento foram utilizados 

os comprimentos de onda de 254 e 320 nm e temperatura de 40 °C. Já a análise das 

amostras FCAE4 e FCAE5 foram realizadas com o seguinte sistema de eluição: Ácido 

fórmico 1% (solvente A) e MeOH (solvente B) como fase móvel e gradiente de 0.01-10 

min. 37% de B e de 10-15 min 100% de B. Para o monitoramento foi utilizado o 

comprimento de onda de 320 nm e temperatura de 40 °C. 

As análises em CLAE-MS foram realizadas em um cromatógrafo acoplado a um 

espectrômetro de massas da marca Bruker Daltonics (Billerica), modelo Esquire 3000 

Plus, equipado com fonte de ionização por electrospray (ESI) e analisador íon trap, 

operando no modo positivo.  

 

3.3.3. Cromatografia Gasosa (CG) acoplada a Espectrometria de Massas (EM) 

 

Os espectros de massa de baixa resolução foram registrados em cromatógrafo a 

gás Varian 431 GC acoplado a espectrômetro de massas computadorizado Varian 220 

MS de analisador íon trap e ionização por impacto de elétrons, 70 eV. A programação 

utilizada foi a seguinte: 
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Temp. Forno Temp. Injetor Fluxo na Col. Gás de Arraste Rampa (r) Temp. Corrida 

50- 240 °C 260 °C 1 mL/min. Hélio 5 °C/min. 68.5 min. 

 

3.4. Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear, ¹H e ¹³C (incluindo 

experimentos bidimensionais) foram obtidos na UFPE e na USP, sendo registrados em 

espectrômetros Varian  VNMRS-400 operando a 400 e 100 MHz para ¹H e ¹³C, 

respectivamente; Bruker DRX500 (500 e 125 MHz) e Bruker DPX-300 (300 e 75 

MHz). Como referência interna foi usado tetrametilsilano ou resíduo de solvente como 

CHCl3, DMSO e acetona. 

 

3.5. Espectroscopia no Infravermelho (IV) 

 

Os espectros de absorção no infravermelho foram obtidos em filme sobre cela de 

KBr (6000-600 cm-1) e ATR, empregando-se um espectrômetro Varian 640-IR com 

transformada de Fourier. 

 

3.6. Dicroísmo Circular (CD) 

 

Os espectros de dicroísmo circular foram obtidos na USP e no CETENE, 

empregando-se um espectrômetro JASCO J-715. 

 

3.7. Rotação Específica [α] 

 

 A rotação específica foi medida em um polarímetro KRUSS OPTRONIC 

GERMANY. 

 

3.8. Reagentes empregados nos testes antioxidantes 

 

Para a realização dos testes antioxidantes e teor de fenólicos totais foram usados 

os reagentes: Folin-Ciocalteu (Sigma) e ácido gálico (Fluka) (avaliação do teor de 

fenólicos totais); radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (Alfa Aesas USA) e ácido 

ascórbico (Nuclear) (atividade antiradicalar com o radical livre DPPH); radical ABTS 
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(2,2’-azinobis- (ácido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) sal de diamônio (98%) (Fluka), 

Trolox (6-hidroxi- 2, 5, 7, 8 – tetrametilcromano-2- ácido carboxílico 97%) (Aldrich) e 

persulfato de potássio (Sigma) (atividade antiradicalar com o radical cátion ABTS); 

trans- β-caroteno- tipo I sintético (Sigma Aldrich), ácido linoléico (Fluka) e tween 20 

(atividade antioxidante com o sistema β-caroteno/Ácido Linoléico). A leitura de 

absorbância das soluções para as atividades anti-radicalares, ácido linoléico/β-caroteno, 

e o teor de fenólicos totais foi realizada no aparelho espectrofotômetro UV-visível 

(Agilent, 8453), com as amostras colocadas em cubetas de quartzo. Os solventes 

utilizados foram da marca Cinética e Tedia (BRASIL). 

 

3.9. Isolamento dos constituintes químicos 

A fração hexânica (10 g) foi cromatografada em Sephadex LH-20 (Coluna A) 

usando como eluente CH2Cl2 : MeOH (3:7) resultando em 5 frações, reunidas de acordo 

com os fatores de retenção (Rf) observados em CCDA. A quarta fração (A-4, 2,6 g) foi 

submetida a sucessivas filtrações em Sephadex LH-20 e a CC em sílica gel tendo como 

eluentes: hexano, AcOEt e MeOH em gradiente crescente de polaridade, fornecendo 23 

frações. A segunda fração (A-4.2) forneceu cristais brancos em forma de agulhas, 

substância FCH2 (1,5 mg). A sexta fração forneceu cristais incolores em forma de 

agulhas, substância FCH3 (11 mg, P. F. 128-130 °C; P. F. 130-132 °C, DE PAULA et 

al. 1998). 

 A quinta fração (A-5, 6,5 g) foi submetida a sucessivos fracionamentos em 

Sephadex LH-20 e a CC em sílica gel fornecendo cristais brancos, substância FCH5 (35 

mg, P. F. 190-192 °C; P. F. 195-197 °C, SILVA 2002), de cor roxa quando corado com 

o reagente Liebermann, revelando sua natureza triterpênica. O esquema 1, p. 38, mostra 

o procedimento usado para o isolamento das substâncias da fração hexânica dos frutos 

de C. paralicola. 

A fração acetato de etila (8 g) foi fracionada em Sephadex LH-20 (Coluna B) 

usando como eluente CHCl3:MeOH (1:1), resultando em 8 frações. A sétima fração (B-

7, 560 mg) foi submetida a sucessivas filtrações em Sephadex LH-20 fornecendo um 

precipitado (188 mg) que foi submetido a análise por HPLC-DAD, as condições 

operacionais estão descritas no Item 3.3.2. (p. 34). O cromatograma obtido (Figura 22, 

p. 59) revelou a presença de seis picos, sendo o pico majoritário característico de 

polifénois com base na análise dos espectros de ultravioleta com lambdas máximos e 
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perfil de absorção característico de flavonóides. Esse precipitado foi cromatografado em 

sílica-gel, tendo como eluentes: CHCl3 e MeOH em gradiente crescente de polaridade, 

fornecendo 6 frações. A terceira fração (B-7.3) forneceu cristais amarelos, substância 

FCAE1 (25 mg, P. F. 235-237 °C; P. F. 230-232 °C, CHOI et al. 2008). 

A sexta fração (B-6, 500 mg) foi submetida a filtração em Sephadex LH-20 e a 

CC em sílica gel, tendo como eluentes: hexano, CH2Cl2 e MeOH, fornecendo 10 

frações. A sétima fração (B-6.7) foi filtrada em Sephadex LH-20 fornecendo um sólido 

amarelo, substância FCAE4 (50 mg, P. F. 223-225 °C). A quinta fração (B-6.5) foi 

filtrada em Sephadex LH-20 e cromatografada em sílica gel fornecendo um sólido 

amarelo claro, substância FCAE5 (20 mg, P. F. 218-220 °C; P. F. 218-221 °C, CHEN 

et al. 1975). A sexta fração (B-6.6) forneceu uma mistura de FCAE4 e FCAE5 (40 

mg). As substâncias FCAE4 e FCAE5 foram analisadas por CLAE-DAD e CLAE-MS, 

as condições operacionais encontram-se descritas no Item 3.3.2 (p. 34) e os 

cromatogramas correspondentes encontram-se na Figura 41, p. 74 e na Figura 42, p. 74. 

A terceira (B-3, 1,7 g) e a quarta fração (B-4, 2,8 g) foram submetidas a 

sucessivas filtrações em Sephadex LH-20 e a CC em sílica gel e não resultaram em 

isolamento. O esquema 2, p. 39, mostra o procedimento usado para o isolamento das 

substâncias da fração acetato de etila dos frutos de C. paralicola. 
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3.10. Avaliação da atividade antioxidante 

 

3.10.1. Teor de fenólicos totais 

 

A determinação do teor de fenólicos totais presentes no extrato EtOH e nas 

frações hexânica, AcOEt e MeOH:H2O dos frutos verdes de C. paralicola foi realizada 

pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (SLINKARD & SINGLETON, 

1977; GULCIN et al., 2004) com modificações, empregando o ácido gálico como 

composto fenólico padrão. 

Inicialmente, uma alíquota de 300 µL de cada solução etanólica (1,0 mg/mL) do 

extrato EtOH  e das frações hexânica, AcOEt e MeOH:H2O foi transferida para um tubo 

de ensaio, adicionando-se 60 µL do reagente de Folin-Ciocalteau e 2460 µL de água 

destilada, agitando-se por 1 min. Em seguida, 180 µL de Na2CO3 (15%) foram 

acrescentados a mistura e agitados por 30 segundos, resultando na concentração final de 

100 µg/mL para as amostras. Após duas horas, a absorbância das amostras foi medida 

em espectrofotômetro de UV-Vis em 760 nm, empregando-se cubetas de quartzo. As 

análises foram realizadas em triplicata e o teor de fenólicos totais (FT) foi determinado 

por interpolação da absorbância das amostras contra uma curva de calibração construída 

com padrões de ácido gálico (1 a 15 µg/mL) e expressos como miligramas equivalente 

ao ácido gálico por grama de extrato (mg EAG/g), considerando-se o erro padrão da 

média (E. P. M.). A equação da curva de calibração do ácido gálico foi: Y= 0,121x + 

0,047, com o coeficiente de correlação de r2= 0,996, onde x é a concentração do ácido 

gálico e Y é a absorbância a 760 nm.   

 

3.10.2. Avaliação da atividade seqüestradora do radical DPPH· 

 

O teste foi realizado seguindo a metodologia descrita por SILVA et al. (2006). 

Cada solução estoque do extrato, frações e biflavonóides foi preparada a 1,0 mg/mL. 

Através de triagem preliminar quantidades apropriadas da solução de DPPH· (23,6 

µg/mL em EtOH) foram adicionadas às amostras afim de obter  concentrações finais 

que variaram de 2,5 a 120,0 µg/mL. Cada concentração foi testada em triplicata.  Após 

30 minutos de agitação em aparelho de ultra-som, a quantidade de radicais DPPH foi 

registrada em espectrofotômetro UV-Visível em comprimento de onda de 517 nm, 

utilizando-se cubetas de quartzo. Como controle positivo foi empregado o ácido 
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ascórbico. A percentagem de atividade seqüestradora (% AS) foi calculada pela 

equação: 

 

% AS = 100x (Acontrole – Aamostra)/Acontrole 

 

onde Acontrole é a absorbância do controle, contendo apenas a solução etanólica do 

radical DPPH, e Aamostra é a absorbância do radical na presença do extrato, frações ou do 

padrão ácido ascórbico. A eficiência anti-radicalar foi estabelecida utilizando a análise 

de regressão linear no intervalo de confiança de 95% (p<0,05) obtido pelo programa 

estatístico GraphPad Prism 5.0 (DEMO). Os resultados foram expressos através da 

CE50±D.P., que representa a concentração da amostra necessária para obter metade da 

atividade seqüestradora dos radicais DPPH. 

 

3.10.3. Avaliação da atividade seqüestradora do radical ABTS·+ 

 

O cátion radical ABTS·+ foi preparado pela mistura de uma solução de ABTS 

com uma solução de persulfato de potássio em água destilada, a fim de obter 

concentrações finais de 7 mM e 2,45 mM, respectivamente. A solução foi mantida no 

escuro e à temperatura ambiente durante um período de 12-16 h antes do uso. Então a 

solução de ABTS·+ foi diluída com etanol (1:100 v/v, aproximadamente) até uma 

absorbância (A) de 0,7 ± 0,05 no comprimento de onda de 734 nm, em UV-Visível, 30 

°C. As soluções estoque do extrato EtOH, das frações hexânica, AcOEt e MeOH/H2O e 

dos biflavonóides foram preparadas em EtOH a concentração de 1,0 mg/mL. Através de 

triagem preliminar, quantidades apropriadas da solução de ABTS·+, foram adicionadas 

às amostras a fim de obter concentrações finais que variaram de 1,0 a 100,0 µg/mL. 

Cada concentração foi testada em triplicata. As soluções foram agitadas e, após 10 

minutos, a absorbância das amostras e do padrão foram medidas em um 

espectrofotômetro de UV-Visível em comprimento de onda de 734 nm, utilizando-se 

cubetas de quartzo. A percentagem de atividade seqüestradora (% AS) foi calculada 

pela equação: 

 

% AS = 100x (Acontrole – Aamostra)/Acontrole 
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onde Acontrole é a absorbância do controle, contendo apenas a solução alcoólica do 

radical ABTS·+, e Aamostra é a absorbância do radical na presença do extrato, frações ou 

do padrão trolox. A eficiência anti-radicalar foi estabelecida utilizando a análise de 

regressão linear no intervalo de confiança de 95% (p<0,05) obtido pelo programa 

estatístico GraphPad Prism 5.0 (DEMO). Os resultados foram expressos através da 

CE50±D.P., que representa a concentração da amostra necessária para obter metade da 

atividade seqüestradora dos radicais ABTS·+. A determinação da CE50 do extrato EtOH 

e das frações hexânica, AcOEt e MeOH/H2O dos frutos verdes de C. paralicola foi 

realizada pela metodologia descrita por RE et al. (1999), utilizando o Trolox como 

composto padrão, um análogo da vitamina E solúvel em água. 

 

3.10.4. Ensaio da atividade antioxidante frente ao sistema β-caroteno/ácido 

linoléico 

 

A solução do sistema β-caroteno/ácido linoléico foi preparada adicionando-se 

uma alíquota de 50 µL da solução de β-caroteno (20 mg mL-1 em clorofórmio) em um 

erlenmeyer de 250 mL com 80 µL de ácido linoléico e 660 µL de Tween 20 

(monopalmitato de polioxietileno sorbitan). Ao erlenmeyer foram adicionados 90 mL de 

água destilada (previamente submetida a tratamento em atmosfera de oxigênio, durante 

30 minutos). A absorbância da emulsão foi ajustada entre 0,7 a 0,6 nm a 470 nm. 

Alíquotas dos extratos (100 µg.mL-1) foram comparadas ao controle (sem antioxidante) 

e ao Trolox (16 µg.mL-1), utilizado como antioxidante padrão. Uma leitura inicial da 

absorbância foi feita imediatamente após a adição das amostras e do padrão ao sistema 

visando à determinação do tempo zero. Posteriormente, a absorbância foi monitorada a 

cada 20 minutos, durante o período de 120 minutos. As amostras foram mantidas em 

banho-maria a 40 °C durante as leituras. A capacidade antioxidante foi expressa em 

porcentagem de inibição da oxidação. O decréscimo da leitura da absorbância das 

amostras é comparado com o sistema e estabelece a porcentagem de oxidação: 

 

Redução da absorbância = Absinicial – Absfinal 

% Oxidação = [(Redução da Abs)amostra x 100] / (Redução Abs)sistema 

% Proteção = 100 – (% Oxidação) 
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3.10.5. Análises estatísticas  

 

As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio dos programas MS Office 

MICROSOFT Excel (2007) e GraphPad Prism© versão 5.0 (DEMO) (GraphPad 

Software Inc., San Diego CA, EUA). Foi realizada a análise por ANOVA e o teste de 

Tukey para determinar as diferenças entre as amostras (p<0,05). Foram analisadas as 

correlações entre os testes anti-radicalares e o teor de fenólicos totais pela correlação de 

Pearson. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Identificação estrutural dos constituintes químicos 

4.1.1. Fenilpropanóide 

A proposta de elucidação estrutural de FCH2 foi baseada em análise de 

cromatografia a gás acoplada a espectrometria de massas (CG/MS). O espectro de 

massas de FCH2 apresentou íon molecular e pico base em m/z 208 (Figura 5, p. 44). O 

fragmento intenso em m/z 179 sugeriu perda do fragmento – ·C2H5, proveniente da 

cadeia alquílica lateral. Já o fragmento em m/z 177 sugeriu perda de fragmento metoxila 

(-·OCH3). A presença do anel aromático pode ser confirmada pelos fragmentos em m/z 

91, 77 e 65. Esses fragmentos e a ausência de outros fragmentos intensos nos levaram a 

propor que FCH2 é o 1,3,5-trimetoxi-2-propenilbenzeno. Esta proposta foi sugerida 

pela comparação do EM com a biblioteca de espectros do aparelho, que mostrou 

coincidência superior a 90%. Este fenilpropanóide esta sendo relatado pela primeira vez 

em Clusia paralicola. 

 

Figura 5. Espectro de massas de FCH2 obtido por CG/MS (70 eV) 

OCH3

OCH3CH3O
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4.1.2. Esteróides 

A análise do espectro de IV de FCH3 (Figura 6, p. 46) revelou bandas de 

absorção para grupos hidroxila (3440 cm-1, estiramento OH), grupamentos CH2 e CH3 

(2940 e 2860 cm-1) e C-O (1040 cm-1). O espectro de RMN de ¹H de FCH3 (Figura 7, 

p. 46) apresenta sinais entre δH 0,8 e 2,0 referentes a grupos metínicos, metilênicos e 

metílicos, um multipleto em δH 3,52 que pode ser de hidrogênio ligado a carbono 

carbinólico (H-3) e um dupleto em δH 5,25 de hidrogênio olefínico (H-6). O conjunto 

destes dados, mais a presença de dois duplos-dupletos em δH 5,16 (J= 8,5 e 15 Hz, H-

22) e em 5,02 (J= 8,5 e 15 Hz, H-23), levam a sugerir que a amostra é uma mistura de 

esteróides comumente encontrados no reino vegetal, β-sitosterol e estigmasterol.  No 

espectro de APT (Figura 10, p. 48) destacam-se os sinais referentes aos carbonos 

olefínicos comuns aos dois esteróides em δC 140,79 (C-5) e em 121,73 (C-6), além do 

carbono oximetínico em δC 71,83 para C3-OH. O estigmasterol apresenta ainda sinais 

referentes aos carbonos olefínicos da ligação dupla em sua cadeia lateral em δC 138,23 

(C-23) e 129,31 (C-22). Os dados de RMN de ¹H e ¹³C estão descritos na Tabela 2, p. 49 

e na Tabela 3, p. 50, respectivamente, e estão de acordo com os dados da literatura 

(LIMA, 2000). As porcentagens aproximadas dos dois constituintes na mistura foram 

calculadas de acordo como descrito por GOULART et al. (1993) e permitiram deduzir 

que a mistura contém 68,5% de β-sitosterol e 33,5% de estigmasterol. Estes compostos 

são encontrados na maioria das plantas e importantes atividades tem sido descritas na 

literatura, como anti-androgênicos e alelopáticos (KLIPPEL et al., 1997; INOUE et al., 

2010). Estas substâncias estão sendo relatados pela primeira vez em C. paralicola. 
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Figura 6. Espectro de IV (ATR) de FCH3 (β-sitosterol e estigmasterol) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Espectro de RMN de ¹H de FCH3 (β-sitosterol e estigmasterol)  em CDCl3 

(500 MHz) 
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Figura 10. Espectro de APT de FCH3 (β-sitosterol e estigmasterol) em CDCl3 (125 

MHz) 
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Figura 11. Espectro de APT de FCH3 (β-sitosterol e estigmasterol) em CDCl3 (125 

MHz). Expansão em campo baixo (C, CH2 para cima; CH e CH3 para baixo) 
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Figura 12. Espectro de APT de FCH3 (β-sitosterol e estigmasterol) em CDCl3 (125 

MHz). Expansão em campo alto (C, CH2 para cima; CH e CH3 para baixo). 

 

Tabela 2. Dados de RMN de ¹H em CDCl3 (500 MHz) de FCH3 (β-sitosterol e 

estigmasterol). 

 

 

 

                                       β – Sitosterol                              Estigmasterol                    
  H                       δH                    δH (LIMA, 2000)         δH                            δH (LIMA, 2000) 
 
H-3                  3,53 (m)            3,52 (m)                  3,53 (m)             3,52 (m) 
H-6                  5,35 (d)             5,35 (m)                  5,35 (d)              5,35 (m) 
H-22                   -                       -                    5,16 (dd, J= 15; 8,5)  5,16 (dd, J= 15; 8,1) 
H-23                   -                       -                    5,02 (dd, J= 15; 8,5)  5,01 (dd, J= 15; 8,1) 
Me-18              0,68 (s)             0,68 (s)                    0,70 (s)              0,69 (s) 
Me-19              1,01 (s)             1,01 (s)                    1,01 (s)              1,01 (s) 
Me-21      0,92 (d, J= 6,5)  0,92 (d, J= 6,3)       1,02 (d, J= 7,0)       1,02 (d, J= 5,9) 
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Tabela 3. Dados de RMN de ¹³C em CDCl3 (125 MHz) de FCH3 (β-sitosterol e 

estigmasterol). 

 

 

 

 

 

 

                                       β – Sitosterol                              Estigmasterol                    
  C                       δC                    δC (LIMA, 2000)         δC                            δC (LIMA, 2000) 
  5                   140, 79                140,73 140,79                   140,73  
  10                  36, 53                  36,49                    36,53                     36,98 
  13                  42,25                   42,28 42,25                     42,28 
  CH 
   3                   71,83                   71,78                    71,83   71,78 
   6                   121,73                 121,69                  121,73                  121,69 
   8                   31,90 31,88                    31,92 31,88 
   9                   50,17                   50,11                    50,20                       50,11 
   14                 56,80                   56,74                    56,90                       56,74 
   17                 56,09                   56,05                    55,99 56,05 
   20                 36,17                   36,12                    40,49                       40,48  
   22                     -                          -                        138,32                     138,32 
   23                     -                          -                        129,31                     129,27 
   24                  45,88                  45,83                    51,26  51,23 
   25                  28,93                  29,14                    29,72                       31,44 
   CH2 
   1                    37,28                 37,24                     37,28   37,24 
   2                    31,70                 31,64                     31,70                        31,64 
   4                    42,34                 42,28                     42,34 42,19 
   7                    31,93                 31,88                     31,94 31,88 
   11                  21,11                 21,07                     21,07                       21,07 
   12                  39,81                 39,76                     39,71 39,76 
   15                  24,32                 24,28                     24,38                       24,34  
   16                  29,20                 28,22                     29,20                       28,90  
   22                  33,98                 33,93                       -                               - 
   23                  26,13                 26,05                       -  25,39 
   28                  23,10                 23,04                     25,42                       25,39  
  CH3 
   18                  11,88                 11,84                     12,00          12,03 
   19                  19,41                 19,38                     19,41                        19,38 
   21                  18,80                 18,75                     21,23                        21,19 
   26                  19,83                 19,80                     19,83                        21,07  
   27                  19,06                 19,01                     19,00                        18,95 
    29                   12,07                 11,95                     12,26                        12,23 

 

HO

1
2

3
4

6

7

8
9

10

11
12

13

14 15

16

17

18

19

20
21

22

23
24

25

26

27

28

29

HO

1
2

3
4

6

7

8
9

10

11
12

13

14 15

16

17

18

19

20
21

22

23
24

25

26

27

28

29

β- Sitosterol Estigmasterol 



51 
 

4.1.3. Triterpeno 

O espectro de IV (Figura 13, p. 52) de FCH5 revelou bandas de absorção 

características de deformações axiais de C-H (2960-2840 cm-1), deformações angulares 

de C-H (1500-1400 cm-1), hidroxilas (3290 cm-1) e C-O (1040 cm-1). A análise do 

espectro de RMN de ¹H (Figura 14, p. 52) de FCH5 mostrou padrões de deslocamentos 

químicos característicos para triterpenos do tipo oleanano, com um simpleto largo em 

δH 5,19 pertencente ao hidrogênio olefínico em C-12, além de sinais referentes a grupos 

metínicos, metilênicos e metílicos na faixa de δH 0,5 a 1,8. No espectro de APT (Figura 

17, p. 54) destacam-se os sinais referentes aos carbonos olefínicos em δC 145,19 (C-13) 

e em 121,72 (C-12), além de 8 carbonos metílicos e do carbono oximetínico em δC 

79,02 para OH-3. O espectro de massas (Figura 20, p. 56) obtido por CG-MS revelou o 

pico referente ao íon molecular em m/ z 426 (M+ C30H50O), além dos fragmentos de 

Retro-Diels-Alder (RDA) em m/z 218, 203 (100%) e 189 (Figura 21, p. 56). Em geral, o 

EM dos triterpenos oleananos apresentam íon molecular pouco intenso e fragmentos 

principais característicos, derivados da fragmentação do tipo Retro-Diels-Alder (RDA) 

do anel C, que confirmam à presença da insaturação entre C-12 e C-13 (MENDES et 

al., 1999). Comparação dos deslocamentos químicos de hidrogênio e carbono-13 

(Tabela 4, p. 57) com os da literatura (SILVA, 2002) levaram a confirmação de que 

FCH5 é a β- amirina, previamente identificada no látex de C. paralicola (DA 

CAMARA, 2001). Dentre os triterpenos conhecidos, os pentacíclicos são os mais 

largamente distribuídos no reino vegetal, principalmente os de esqueletos oleanano, 

lupano e ursano (SCHENKEL et al., 2000). 
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Figura 13. Espectro de IV (ATR) de FCH5 (β-amirina) 

 

 

Figura 14. Espectro de RMN de ¹H em CDCl3 (400 MHz) de FCH5 (β-amirina) 
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Figura 15. Espectro de RMN de ¹H em CDCl3 (400 MHz) de FCH5 (β-amirina). 

Expansão em campo baixo  

 

Figura 16. Espectro de RMN de ¹H em CDCl3 (400 MHz) de FCH5 (β-amirina). 

Expansão em campo alto  
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Figura 17. Espectro de APT em CDCl3 (100 MHz) de FCH5 (β-amirina)  

 

Figura 18. Espectro de APT em CDCl3 (100 MHz) de FCH5 (β-amirina). Expansão em 

campo baixo (C e CH2 para cima; CH e CH3 para baixo) 
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Figura 19. Espectro de APT em CDCl3 (100 MHz) de FCH5 (β-amirina). Expansão em 

campo alto (C e CH2 para cima; CH e CH3 para baixo) 
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Figura 21. Proposta de fragmentação para FCH5 (β-amirina) 

Figura 20. Espectro de massas de FCH5 (β-amirina) obtido por CG/MS (70 eV) 
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Tabela 4. Dados de RMN de ¹H e ¹³C em CDCl3 (400 MHz e 100 MHz, 

respectivamente) de FCH5 (β-amirina). 

 

 

 

 

 

 

 

   C                    δC                      δH (multi)     C                   δC
*
                      δH

*(multi) 

   4                   38,77                -    4                   38,69                - 
   8                   39,79 -    8                   39,70 - 
   10                 36,95                -    10                 36,85                - 
   13 145,19              -    13 145,10              - 
   14 41,73  -    14 41,61  - 
   17 32,49 -    17 32,43 - 
   20 31,08                -    20 31,03                - 
  CH   CH 
   3                   79,02            3,22 (m)     3                   78,98           3,22 (m)  
   5                   55,18            0,75    5                   55,08            0,77 
   9                   47,64            1,69 (s)    9                   47,54            1,66 (sl) 
   12                 121,72          5,19 (t)    12                 121,73          5,18 (t) 
   18                47,23 2,01(dd, J= 4,0; 13,6)    18                 47,13            1,98 
  CH2   CH2 
   1                  38,59 1,88 (dd, J=3,2; 11,6)    1                  38,49 1,88 (dd, J=3,5; 11,3) 
   2                   27,24            1,61     2                   27,05            1,63  
  6                   18,38            1,46   6                   18,30            1,48 

   7                   32,66            1,52     7                   32,55            1,52  
   11  23,53           1,93     11  23,45           1,90  
   15                 26,15            1,26     15                 26,85            1,25  
   16                 26,94    16                 27,05 
   19                 46,83            1,67    19                 46,73            1,64 
   21 34,73                21 34,66             
   22 37,14    22 37,06 
   CH3    CH3 
   23                  28,09           1,00 (s)     23                  28,03           0,99 (s)  
   24                  15,49           0,80 (s)    24                  15,44           0,79 (s) 
   25                  15,58           1,14 (s)     25                  15,57           1,13 (s)  
   26                  16,81           0,94 (s)    26                  16,72           0,96 (s) 
   27                  25,99           0,97 (s)    27                  25,94           0,97 (s) 
   28 28,39           0,84 (s)    28 28,36           0,83 (s) 
   29 33,33           0,87 (s)    29 33,30           0,93 (s) 
   30 23,69           0,87 (s)    30 23,63           0,87 (s) 
 
* Fonte: SILVA, 2002 
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4.1.4. Catequina 

O espectro de IV (Figura 23, p. 59) de FCAE1 revelou bandas de absorção 

características de deformações axiais de grupamentos O-H (3400-3200 cm-1), vibrações 

de deformações axiais de ligações C=C de sistemas aromáticos (1600-1400 cm-1) e C-O 

de fenóis (1200-1000 cm-1). O espectro de RMN de ¹H (Figura 24, p. 60) de FCAE1 

apresentou padrões de deslocamentos químicos característicos de catequinas, com dois 

duplos dupletos em δH  2,86 (H-4α) e 2,74 (H-4β), característicos de hidrogênios de 

grupo metilênico ligado a carbono oximetínico, um multipleto em δH 4,21 atribuído ao  

hidrogênio H-3 e um simpleto largo em δH 4,88 referente ao hidrogênio oximetínico-

benzílico H-2. Esse conjunto de sinais é típico do anel C da epicatequina. O espectro de 

RMN de ¹H mostra ainda três sinais de hidrogênios aromáticos participando de um 

sistema de acoplamento ABX em δH 7,05 (d, J = 2,0 Hz, H-2’), 6,83 (dd, J = 8,0 e 2,0 

Hz, H-6’) e 6,78 (d, J = 8,0 Hz, H-5’), bem como dois dupletos em meta em δ 6,02 (J = 

2,5 Hz, H-6) e 5,92 (J = 2,0 Hz, H-8), caracterizando o anel A da epicatequina. A 

análise do espectro de APT (Figura 31, p. 63), em conjunto com o espectro de HMBC 

(Figura 38, p. 67), bem como a comparação com os dados da literatura (LÔBO et al., 

2008), permitiu atribuir os quinze sinais observados aos quinze carbonos da estrutura da 

epicatequina, em destaque para os sinais atribuídos aos C-2 (δC 79,5) e C-3 (δC 67,04), 

caracterizando a estereoquímica relativa 3-OHα da epicatequina que a diferencia de seu 

epímero catequina, esta estereoquímica relativa sugerida também foi comprovada pela 

análise do espectro de NOESY (Figura 30, p. 63), onde foi verificada a interação 

espacial entre os hidrogênios H-2 e H-3, mostrando a relação axial-equatorial, 

respectivamente. Os flavan-3-óis, também denominados catequinas, pertencem à classe 

dos flavonóides que não possuem o grupo 4-C=O nem conjugação entre os anéis A e B 

(AGRAWAL, 1989). A epicatequina já foi isolada no gênero Clusia (DA CAMARA, 

2001), porém está sendo relatada pela primeira vez em C. paralicola. 
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Figura 22. Cromatogramas (HPLC-DAD, 320 e 254 nm) da subfração FCAE7 

 

 

 

 

Figura 23. Espectro de IV (ATR) de FCAE1 (epicatequina) 

O-H 

C=C 

C-O 

O

OH

HO

HO

OH

OH

6

7

8

5

9

10
4

3

2
1`

6`

5`

4`

3`

2`



60 
 

1
1

1
0

9
8

7
6

5
4

3
2

1
p
p
m

2.041

2.046

2.050

2.054

2.059

2.720

2.727

2.754

2.760

2.844

2.853

2.877

2.886

2.895

3.310

3.321

3.536

3.547

4.204

4.206

4.208

4.210

4.212

4.213

4.214

4.881

4.882

4.883

5.918

5.922

6.019

6.024

6.779

6.795

6.828

6.829

6.832

6.833

6.844

6.846

6.848

6.849

7.052

7.056

7.710

7.764

7.913

8.072

1.03

1.09

0.88

0.14

0.89

1.05

1.01

0.86

0.94

0.32

0.65

1.00

0.94

0.81

0.85

0.92

0.91

 

F
igu
ra 

24. 
E
spectro 

de 
R
M
N
 
de 

¹H
 
em

 
acetona-d

6  
(500 

M
H
z) 

de 
F
C
A
E
1 

(ep
icatequina) 

6
.
7
5

6
.
8
0

6
.
8
5

6
.
9
0

6
.
9
5

7
.
0
0

7
.
0
5

7
.
1
0

p
p
m

6.779

6.795

6.828

6.829

6.832

6.833

6.844

6.846

6.848

6.849

7.052

7.056

0.32

0.65

1.00

0.94

 

F
igu
ra 

25. 
E
spectro 

de 
R
M
N
 
de 

¹H
 
em

 
acetona-d

6  
(500 

M
H
z) 

de 
F
C
A
E
1 

(ep
icatequina). E

xpansão em
 cam

po baixo 

H
-2

’ 

H
-6

’ 

H
-5

’ 

O

O
H

H
O

H
O

O
H

O
H

6 7

8

5

91
0

4
3

2
1
`

6
`

5
` 4
`

3
`

2
`



61 
 

4.84.95.05.15.25.35.45.55.65.75.85.96.06.1 ppm

4
.
8
8
1

4
.
8
8
2

4
.
8
8
3

5
.
9
1
8

5
.
9
2
2

6
.
0
1
9

6
.
0
2
4

1
.
0
1

0
.
8
6

0
.
9
4

 

Figura 26.  Espectro de RMN de ¹H em acetona-d6 (500 MHz) de FCAE1 

(epicatequina). Expansão em campo baixo 
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Figura 27.  Espectro de RMN de ¹H em acetona-d6 (500 MHz) de FCAE1 

(epicatequina). Expansão em campo baixo 
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Figura 28.  Espectro de RMN de ¹H em acetona-d6 (500 MHz) de FCAE1 

(epicatequina). Expansão em campo alto 
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Figura 29. Espectro de HOMOCOSY ¹H, ¹H em acetona-d6 (500 MHz) de FCAE1 

(epicatequina). Expansão em campo alto 
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Figura 30. Espectro de NOESY ¹H, ¹H em acetona-d6 (500 MHz) de FCAE1 

(epicatequina). Expansão em campo alto 
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Figura 31. Espectro de APT em acetona-d6 (125 MHz) de FCAE1 (epicatequina) 
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Figura 32.  Espectro de APT em acetona-d6 (125 MHz) de FCAE1 (epicatequina). 

Expansão em campo baixo (C e CH2 para baixo; CH e CH3 para cima) 
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Figura 33. Espectro de APT em acetona-d6 (125 MHz) de FCAE1 (epicatequina). 

Expansão em campo baixo (C e CH2 para baixo; CH e CH3 para cima) 
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Figura 34. Espectro de APT em acetona-d6 (125 MHz) de FCAE1 (epicatequina). 
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Figura 35. Espectro de HSQC em acetona-d6 (RMN de ¹H: 500 MHz, RMN de ¹³C:125 

MHz) de FCAE1 (epicatequina). Expansão em campo baixo 
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Figura 36. Espectro de HSQC em acetona-d6 (RMN de ¹H: 500 MHz, RMN de ¹³C:125 

MHz) de FCAE1 (epicatequina). Expansão em campo baixo 
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Figura 37.  Algumas correlações (2,3JCH) observadas no espectro de HMBC de FCAE1 

(epicatequina) 
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Figura 38. Espectro de HMBC em acetona-d6 (RMN de ¹H: 500 MHz, RMN de ¹³C:125 

MHz) de FCAE1 (epicatequina) 
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Tabela 5. Dados de RMN de ¹H e ¹³C em  acetona-d6 (500 e 125 MHz, respectivamente) 

de FCAE1 (epicatequina). 

O

OH

HO

HO

OH

OH
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5`
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        C                   δC                  δH (multi)        C                   δC
*            δH

*
 (multi) 

        1’               132,40                     -                  1’               131,70               - 
        3’               145,38                     -                  3’               145,0                 - 
        4’               145,48                     -                  4’               145,1                 - 
        5                 157,67                     -                  5                157,3                 - 
        7                 157,27                     -                  7                156,7                 - 
        9                 157,69                     -                  9                157,1                 - 
        10               99,93                       -                  10              99,5                   - 
        CH                                                                 CH 
         2                79,53                  4,88 (sl)           2                79,1              4,82 (sl) 
         2’               115,39          7,05 (d, J=2,0)      2’               115,0       6,97 (d, J=1,2) 
         3                67,04                  4,20 (m)           3                66,6             4,17 (sl) 
         5’               115,59          6,78 (d, J= 8,0)     5’               115,4       6,75 (d, J= 8,1) 
         6                96,28            6,02 (d, J= 2,5)     6                96,0         5,93 (d, J= 1,8) 
         6’               119,50   6,84 (dd, J=8,0; 2,0)    6’              119,0  6,79 (dd, J= 8,1; 1,2) 
         8                95,83            5,9 (d, J= 2,0)       8                95,3         5,91 (d, J= 1,8) 
         CH2                                                               CH2 
         4                 29,09 2,86 (dd, J= 16,5; 4,5)    4                28,5  2,85 (dd, J= 16,8; 4,5) 
                                      2,74 (dd, J= 16,5; 3,0)                               2,72 (dd, J= 16,8; 2,4) 

*  Fonte: LÔBO et al. (2008) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Epicatequina 
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4.1.5. Biflavonóides 
 

Os espectros de IV de FCAE4 (Figura 39, p. 73) e FCAE5 (Figura 40, p. 73) 

evidenciam bandas de absorção em 3420 cm-1 (estiramento O-H), 1650 cm-1 

(estiramento de carbonila conjugada), 1600 cm-1 (estiramento C=C de anel aromático) e 

em 1360 cm-1 (estiramento C-O). 

Os espectros de UV dos compostos FCAE4 (Figura 43, p. 75) e FCAE5 (Figura 

44, p. 75) são típicos de flavanonas com máximo de absorbância em 290 e 288 nm, 

respectivamente seguidos de um ombro em torno de 334 nm (MABRY et al., 1970). 

Nos espectros de massas com ionização por eletrospray (ESI-MS/MS) (Figura 45, p. 76; 

Figura 47, p. 78) foram observados os picos referentes aos íons [M+H]+ com m/z 721 e 

705 correspondentes a fórmula molecular C36H32O16 e C36H32O15, respectivamente. 

Adicionalmente, foram observados os picos com m/z 559 e 543 para FCAE4 e FCAE5, 

sugerindo a perda de uma molécula de glicose, além de outros fragmentos 

característicos de Retro-Diels-Alder (RDA) (Figura 46, p. 77; Figura 48, p. 79). As 

estruturas foram elucidadas por análises detalhadas dos dados de RMN de ¹H e ¹³C 

(Figura 49, p. 80; Figura 64, p. 90; Figura 55, p. 84; Figura 68, p. 92)  em conjunto com 

experimentos de RMN bidimensionais (¹H-¹H COSY, HSQC e HMBC) (Figura 54, p. 

83; Figura 59, p. 86; Figura 62, p. 88).  

Os sinais duplicados (na razão de 1:0.6) observados no espectro de RMN de ¹H 

em DMSO-d6 sugere a existência de dois confôrmeros que coexistem em temperatura 

ambiente. Esta observação já havia sido relatada para o biflavonóide GB-1 (HAN et al., 

2005). Neste tipo de molécula, a existência de isômeros rotacionais em temperatura 

ambiente é explicada pela formação de fortes ligações de hidrogênio inter- e 

intramoleculares entre os grupos hidroxilas. LI et al. (2002) mostrou que um 

experimento de RMN de ¹H com biflavonóides isolados de Rheedia acuminata  

realizado sob aquecimento de 80 °C simplifica o espectro, com o desaparecimento das 

linhas espectrais duplicadas. O aquecimento acelera a velocidade de interconversão, 

facilitando a superação da barreira energética, favorecendo a formação exclusiva do 

confôrmero mais estável. Esta metodologia foi empregada sem êxito com os 

biflavonóides FCAE4 e FCAE5 no presente estudo.  

O biflavonóide FCAE4 exibiu simpletos referentes a hidrogênios de grupos OH, 

dois sinais em campo baixo δH 12.13 e 11.66 característicos de hidroxilas queladas a 

carbonila OH-C(5) e OH-C(5”), dois sinais em δH 9.49 e 9.44 atribuídos a hidroxilas 
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livres, e ainda um dupleto em campo alto δH 5.85 (J=6,5 Hz) referente a OH-3”. Os 

dupletos observados em δH 7.23, 7.18, 6.68 e 6.60 (J= 8.5 Hz) podem ser atribuídos ao 

sistema de spins do tipo AA’BB’ correspondentes aos anéis B para-substituídos H-

2’’’/6’’’, H-2’/6’, H-3”’/5”’ e H-3’/H-5’, respectivamente. Dois dupletos referentes a 

dois hidrogênios em δH 5.89 e 5.76 (J= 2,0 Hz) foram atribuídos aos H-6 e H-8. O H-6” 

exibiu um simpleto em δH 6.21. Similarmente, os três dupletos remanescentes 

observados em δH 5.45 (J= 12 Hz), 5.06 (J= 12 Hz), 5.03 (J= 11 Hz) e um duplo 

dupleto em δH 4.30 (J= 11 e 6 Hz), integrando para um hidrogênio cada, foram 

atribuídos aos H-2, H-2”, H-3 e H-3”, respectivamente. A constante de acoplamento 

vicinal (11-12 Hz) J (H-C(2), H-C(3)) e J (H-C(2”), H-C(3”)) estabelece um arranjo 

trans-diaxial para estes pares. Os sinais para a β-D-glicose foram bem característicos. O 

hidrogênio anomérico apareceu em δH 4.72 (d, J= 7,5 Hz), os hidrogênios metilênicos 

H-6”” em δH 3.44 (m) e 3.7 (dd, J= 10,5 e 5,0 Hz) e os demais hidrogênios se 

concentraram na região de δH 3.15 – 3.48. O espectro de APT (Figura 55, p. 84) exibiu 

sinais em campo baixo em δC 198.21 e 196.91 típicos de grupos carbonilas de 

flavanonas substituídas em C-3. Os sinais em δC 129.76, 128.32, 114.95 e 114.80 

podem ser atribuídos aos carbonos 2’,6’,2”’,6”’,3’,5’,3”’ e 5”’ dos anéis IB e IIB do 

sistema AA’BB’, respectivamente. Os sinais em δC 72.43 e 46.70  são referentes aos  

carbonos alifáticos das unidades 3-hidroxiflavanona e flavanona, respectivamente. 

Similarmente, os sinais em δC 82.75 e 82.07 são atribuídos ao C-2” e C-2. Por 

comparação com os dados de RMN de ¹³C de 3,8”-biflavonóide com GB-1 

(biflavonóides de Garcinia) (HAN et al., 2005), os espectros de RMN de FCAE4 são 

compatíveis com o 3,8”-biflavonóide e consiste em unidades de flavanona e 3-

hidroxiflavanona, respectivamente. A conectividade dos átomos na molécula, 

particularmente a conexão-3,8” das unidades flavonoídicas, foi confirmada por 

correlações observadas no espectro de HMBC (Figura 62, p. 88). A ligação glicosídica 

entre a β-D-glicose e o C-7” foi verificada por HMBC, onde o hidrogênio anomérico em 

δH 4.73 está correlacionando com o sinal do C-7” em δC 162.79. Análises detalhadas dos 

espectros de HSQC (Figura 59, p. 86) e HMBC permitiram as corretas atribuições dos 

sinais de RMN de H¹ e ¹³C das unidades aglicona e glicosídeo, respectivamente. Os 

sinais de RMN de ¹H e ¹³C para o composto FCAE5 são similares aos de FCAE4, 

exceto pelos sinais observados em δH 5.48 (1H, dd, J= 12,5 e 3 Hz), 3.05 (1H, dd, J= 

17,5 e 13 Hz) e 2.75 (1H, dd, J= 17,5 e 3 Hz) e δC 42,12. Este é o segundo relato sobre 

o biflavonóide GB1-7”-O-Glicosídeo (FCAE4) que foi previamente sugerido existir 
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em Garcinia kola (Clusiaceae), porém sem nenhum relato de elucidação estrutural 

completa (OKUNJI et al., 2002), já 3,8”-binaringenina-7”-O-glicosídeo (FCAE5) foi  

previamente isolado de Garcinia multiflora (Clusiaceae) (CHEN et al., 1975). 

A substância GB1-7”-O-Glicosídeo (FCAE4) apresentou [αD
25] = - 11,8 (c= 

0,23, MeOH) em e 3,8”-binaringenina-7”-O-glicosídeo (FCAE5) apresentou [αD
25] = - 

35.1 (c= 0,67, MeOH). 

As configurações absolutas dos biflavonóides foram determinadas com o auxilío 

das análises de Dicroísmo Circular (CD) e por comparação com dados da literatura 

(FERRARI et al., 2003). Em análises de CD, as unidades flavanonas e 3-

hidroxiflavanonas destes biflavonóides podem ser consideradas sistemas cromóforos 

independentes, as quais possibilitam a atribuição configuracional. De acordo com 

GAFFIELD (1970), as conformações dos anéis heterociclícos de flavanonas e 3-

hidroxiflavanonas podem ser relacionadas com os sinais das transições eletrônicas 

n→π* e π→π* observadas em CD.  Sendo estabelecido que transições n→π* que 

exibem Efeito Cotton (CE) positivo para 3-hidroxiflavanonas e negativo para 

flavanonas definem a configuração absoluta como (2R, 3S, 2”R, 3”R) considerando o 

arranjo diequatorial para os substituintes 2,3 do anel heterociclíco, a qual é confirmada 

por transições  π→π* com CE negativo para 3-hidroxiflavanonas e positivo para 

flavanonas. Neste caso, os sinais das respectivas transições eletrônicas para as duas 

unidades flavonoídicas foram assinalados nos espectros de CD feitos em DMSO-d6 e 

MeOH (Figura 69, p. 93; Figura 70, p. 94) e considerando o exposto anteriormente 

estabelecido foi possível atribuir a configuração absoluta 2R, 3S, 2”R, 3”R para FCAE4 

e 2R, 3S, 2”R para FCAE5. Desta forma, foi possível identificar FCAE4 como sendo  

2R, 3S, 2”R, 3”R-GB1-7-O-glicosídeo e FCAE5 como 2R, 3S, 2”R-3,8”-binaringenina-

7-O-glicosídeo.  

FERRARI et al. (2003) fizeram uma revisão sobre a configuração absoluta dos 

biflavonóides GB1, GB2, GB4 e GB4a e propuseram os sinais dos efeitos Cottons de 

cada estereoisomêro. Para GB1, a configuração absoluta foi definida como 2R, 3S, 2”R, 

3”R, semelhante a atribuída a GB1-7-O-glicosídeo (FCAE4). GAFFIELD (1970) 

sugeriu que flavanonas glicosiladas possuindo unidade aglicona quiral, como no caso de 

FCAE4, exibem efeito Cotton similar as respectivas agliconas (GB1). Vale a pena 

ressaltar, que o presente estudo consiste na primeira investigação a respeito de CD 

destes biflavonóides, além de ser o primeiro a disponibilizar os dados de IV, UV, CD, 

RMN de ¹H e ¹³C (incluindo 2D) e massas do biflavonóide GB1-7-O-glicosídeo.  
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Os biflavonóides são encontrados principalmente em gimnospermas e 

angiospermas, com destaque para as famílias Guttiferae (Clusiaceae), Ochnaceae e 

Anacardiaceae, sendo a ocorrência de biflavonóides glicosilados menos freqüente 

(ZUANAZZI, 2000). Os 3,8”-biflavonóides foram principalmente isolados de espécies 

do gênero Garcinia, Rheedia e Allanblackia (Clusiaceae), sendo recentemente relatados 

em uma espécie do gênero Clusia (COMPAGNONE et al., 2008). Esta classe de 

metabólitos secundários têm apresentado um notável potencial terapêutico, atuando 

como antiinflamatórios, analgésicos, antimicrobianos, anticancerígenos, dentre outras 

atribuições farmacológicas (KIM et al., 2008).  
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Figura 39. Espectro de IV (ATR) de FCAE4 (GB1-7”-O-glicosídeo) 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Espectro de IV (ATR) de FCAE5 (3,8”-binaringenina-7”-O-glicosídeo) 
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Figura 41. Cromatograma (CLAE-DAD; 320 nm) de FCAE4 (GB1-7”-O-glicosídeo) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 min

0

250

500

750

1000

1250

mAU
320nm,4nm (1.00)

 
 
Figura 42. Cromatograma (CLAE-DAD; 320 nm) de FCAE5 (3,8”-binaringenina-7”-
O-glicosídeo) 
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Figura 43. Espectro de UV em MeOH de FCAE4 (GB1-7-O-glicosídeo) 
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Figura 44. Espectro de UV em MeOH de FCAE5 (3,8”-binaringenina-7-O-glicosídeo) 
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Figura 45. Espectros de massas por ionização em eletrospray (LC-ESI-MS/MS) de 

FCAE4 (GB1-7”-O-glicosídeo) 
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Figura 46. Proposta de fragmentação de FCAE4 (GB1-7-O-glicosídeo). Adaptada de 

JACKSON et al. 1971 
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Figura 47.  Espectros de massas por ionização em eletrospray (LC-ESI-MS/MS) de 

FCAE5 (3,8”-binaringenina-7”-O-glicosídeo) 
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Figura 48. Proposta de fragmentação de FCAE5 (3,8”-binaringenina-7-O-glicosídeo). 

Adaptada de JACKSON et al. 1971 
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Figura 51. Espectro de RMN de ¹H em DMSO-d6 (500 MHz) de FCAE4 (GB1-7”-O-

glicosídeo). Expansão em campo baixo 
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Figura 52. Espectro de RMN de ¹H em DMSO-d6 (500 MHz) de FCAE4 (GB1-7”-O-

glicosídeo). Expansão em campo alto 
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Figura 53. Espectro de RMN de ¹H em DMSO-d6 (500 MHz) de FCAE4 (GB1-7”-O-

glicosídeo). Expansão em campo alto 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H-6””- α 
H-6””-β 

H-3”” 
H-2”” 
H-5”” 

H-4”” 
 



83 
 

pp m

1 4 1 3 1 2 1 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 p p m

1 4

1 2

1 0

8

6

4

2

0

 
 

ppm

3.03 .54 .04 .55 .05 .56 .0 p pm

3 .0

3 .5

4 .0

4 .5

5 .0

5 .5

6 .0

 
 
Figura 54. Espectro de HOMOCOSY ¹H, ¹H em DMSO-d6 (500 MHz) de FCAE4 
(GB1-7”-O-glicosídeo) 
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Figura 55. Espectro de APT em DMSO-d6 (75 MHz) de FCAE4 (GB1-7”-O-
glicosídeo) 
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Figura 56. Espectro de APT  em DMSO-d6 (75 MHz) de FCAE4 (GB1-7”-O-
glicosídeo). Expansão em campo baixo (C e CH2 para cima; CH e CH3 para baixo) 
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Figura 57. Espectro de APT  em DMSO-d6 (75 MHz) de FCAE4 (GB1-7”-O-
glicosídeo). Expansão em campo baixo (C e CH2 para cima; CH e CH3 para baixo) 
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Figura 58. Espectro de APT  em DMSO-d6 (75 MHz) de FCAE4 (GB1-7”-O-
glicosídeo). Expansão em campo alto (C e CH2 para cima; CH e CH3 para baixo) 
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Figura 59. Espectro de HSQC em DMSO-d6 (RMN de ¹H: 500 MHz, RMN de ¹³C: 125 

MHz) de FCAE4 (GB1-7”-O-glicosídeo) 
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Figura 60. Espectro de HSQC em DMSO-d6 (RMN de ¹H: 500 MHz, RMN de ¹³C: 125 

MHz) de FCAE4 (GB1-7”-O-glicosídeo)  
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Figura 61. Algumas correlações (2,3JCH) observadas no espectro de HMBC de FCAE4 

(GB1-7”-O-glicosídeo) 
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Figura 62. Espectro de HMBC em DMSO-d6 (RMN de ¹H: 500 MHz, RMN de ¹³C: 

125 MHz) de FCAE4 (GB1-7”-O-glicosídeo)  
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Figura 63. Espectro de HMBC em DMSO-d6 (RMN de ¹H: 500 MHz, RMN de ¹³C: 

125 MHz) de FCAE4 (GB1-7”-O-glicosídeo). Expansão em campo baixo 
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Figura 66. Espectro de RMN de ¹H em DMSO-d6 (500 MHz) de FCAE5 (3,8”-
binaringenina-7”-O-glicosídeo). Expansão em campo baixo  
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Figura 67. Espectro de RMN de ¹H em DMSO-d6 (500 MHz) de FCAE5 (3,8”-
binaringenina-7”-O-glicosídeo). Expansão em campo alto 
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Figura 69. Espectro de Dicroísmo Circular (CD) em MeOH (   ) e DMSO (    )  e UV 

em MeOH (   ) de GB-4 FERRARI et al. (2003) e de FCAE4 (GB1-7-O-glicosídeo). 

Abreviaturas: f= flavanona e hf= 3-hidroxiflavanona                     
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Figura 70. Espectro de Dicroísmo Circular (CD) em MeOH (   ) e DMSO (    )  e UV 

em MeOH (  ) de  Ent-naringeninyl-(I-3α, II-8)-4’-O-methylnaringenin MBWAMBO et 

al. (2006) e FCAE5 (3,8”-binaringenina-7-O-glicosídeo). Abreviaturas: f= flavanonas 
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Tabela 6. Dados de RMN de ¹H e ¹³C em DMSO-d6 (500  e 75 MHz, respectivamente) 
de FCAE4 (GB1-7”-O-glicosídeo). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                                    ¹H-¹³C-HMQC-¹JCH                    ¹H-¹³C-HMBC-

n
JCH 

    C                     δC                                 δH                                           ²JCH                                     ³JCH 
  4                    196.92                     -                                H-3                        H-2 
  5                    163.60                     -                                H-6              
  7                    168.91                     -                          H-6, H-8 
  9                    163.20                     -                                H-8 
  10                  101.10                     -                                                          H-6, H-8 
  1’                   127.01                     -                                                          H-3’;5’ 
  4’                   157.64                     -                          H-3’; 5’                   H-2’; 6’ 
  1”                  127.45                     -                                H-2”                  H-3”’,5”’ 
  4”                  198.21                     -                                H-3”                       H-2” 
  5”                  161.81                     -                                H-6 
  7”                  162.79                     -                                H-6”                  H-1””, H-3 
  8”                  102.68                     -                                H-3                         H-6” 
  9”                  158.62                     -                                                               H-3 
  10”                101.57                     -                                                               H-6” 
  4”’                 157.50                     -                           H-3”’;5”’               H-2’”;6”’ 
   CH 
  2                     82.07           5.45 (d, J= 12)                                                   H-4 
  3                     46.70           5.06 (d, J= 12)               H-8”, H-4              H-7”, H-9” 
  6                     95.93           5.89 (d, J= 2)                                                H-8, H-10  
  8                     94.81           5.75 (d, J= 2)                  H-7, H-9                H-6, H-10   
  2’,6’               129.76         7.23 (d, J= 8.5)                                             H-2, H-4’ 
  3’,5’               114.80         6.60 (d, J= 8.5)                   H-4’                       H-1’    
  2”                   82.75           5.03 (d, J= 11)                    H-1”                       H-4”      
  3”                   72.43           4.3 (d, J= 11 e 6)                H-4”                 
  6”                   96.02           6.22 (s)                                H-7”                 H-8”, H-10”   
  2”’,6”’           128.32         7.20 (d, J= 8.5)                                                  H-4”’ 
  3”’,5”’           114.95         6.70 (d, J= 8.5)                   H-4”’                      H-1”’ 
  1””                 99.95           4.73 (d, J= 7.5)                   H-7” 
  2””                 73.00 
  3””                 77.14 
  4””                 69.57 
  5””                 76.11 
  6””  α             60.55          3.7 (dd, J= 10.5 e 5) 
          β                                3.44 (m)  
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Tabela 7. Dados de RMN de ¹H e ¹³C em DMSO-d6 (500  e 75 MHz, respectivamente) 
de FCAE5 (3,8”-binaringenina-7”-O-glicosídeo). 
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        C                                                         δC                                                  δH (multi) 

        4                                                      196,97                                                - 
        5                                                      163,48                                                - 
        7                                                      166,47                                                -  
        9                                                      163,12                                                - 
        10                                                    101,21                                                - 
        1’                                                     128,09                                                - 
        4’                                                     157,87                                                - 
        1”                                                    127,13                                                - 
        4”                                                    197,58                                                - 
        5”                                                    162,02                                                - 
        7”                                                    162,77                                                - 
        8”                                                    103,31                                                -   
        9”                                                    160,12                                                - 
        10”                                                  101,31                                                - 
        4”                                                    157,65                                                - 
        CH            
        2                                                       81,36                                       5,55 (d, J=12) 
        3                                                       46,60                                       5,09 (d, J=12) 
        6                                                       95,93                                       5,91 (d, J=2) 
        8                                                       94,87                                       5,80 (d, J=2) 
        2’,6’                                                 130,0                                       7,25 (d, J= 8,5) 
        3’,5’                                                 114,93                                     6,60 (d, J= 8,5) 
        2”                                                     78,44                                5,48 (dd, J=12,5 e 3) 
        6”                                                     78,44                                       6,19 (s) 
        2”’,6”’                                             128,53                                     7,19 (d, J= 9,0) 
        3”’,5”’                                             115,15                                     6,68 (d, J= 8,5) 
        1””                                                   99,90                                       4,72 (d, J= 7,0) 
        2””                                                   73,02                         
        3””                                                   77,13 
        4””                                                   69,58                                        3,14 (m)               
        5”’                                                    76,17                                 
        6”’ α                                                 60,53                               3,66 (dd, J= 10,5 e 5) 
              β                                                                                                  3,44 (m) 
        CH2     
        3”  α                                                 42,12                              3,05 (dd, J= 17,5 e 13)  
              β                                                                                         2,75 (dd, J= 17,5 e 3) 
 

3,8”-binaringenina-7”-O-glicosídeo 
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4.2. Testes antioxidantes 
 
4.2.1. Determinação do teor de fenólicos totais  
  

A quantificação de compostos fenólicos é realizada por meio de uma variedade 

de métodos, entretanto, o que utiliza o reagente de Follin-Ciocalteu é o mais empregado 

(ABDILLE et al., 2005). O reagente de Follin-Ciocalteu, que contém ânions heteropoli-

fosfotungstatos-molibdatos, reage com compostos fenólicos em meio básico e, com a 

retirada de um próton fenólico, há a formação de um ânion fenolato, que é capaz de 

reduzir o reagente, em um complexo molibdênio-tugstênio de coloração azul, por um 

provável mecanismo de transferência de elétrons (HUANG et al., 2005; PRIOR et al., 

2005; ROGINSKY & LISSI, 2005). 

O teor de fenólicos totais do extrato EtOH e das frações hexânica, AcOEt e 

MeOH:H2O dos frutos verdes de C. paralicola com o emprego da metodologia de 

Follin-Ciocalteu estão representados na Figura 71, p. 97. A fração AcOEt (135,43±3,19 

mg EAG/g) mostrou o maior teor de fenólicos totais, seguida do extrato EtOH 

(132,05±1,25 mg EAG/g), da fração MeOH:H2O (94,84±3,29 mg EAG/g) e da fração 

hexânica (42,86±3,19 mg EAG/g). 
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Figura 71. Teor de Fenólicos Totais (FT) do extrato EtOH e das frações hexânica, 

AcOEt e MEOH:H2O (100 µg/mL) dos frutos verdes de C. paralicola 
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Levando-se em consideração a análise estatística dos dados pelo teste de Tukey 

verificou-se que todas as amostras testadas apresentaram diferenças significativas 

(P<0,05) em relação ao teor de fenólicos totais. 

Uma investigação fitoquímica preliminar por CCDA empregando reagentes 

específicos para compostos fenólicos tais como, NP e cloreto férrico, revelaram que o 

extrato EtOH e as frações hexânica, AcOEt e MeOH:H2O, são ricos em compostos 

desta natureza. A presença de compostos fenólicos também foi observada pela análise 

dos espectros de UV de algumas amostras obtidos por HPLC-DAD. O teor de fenólicos 

encontrado nas amostras analisadas é considerado promissor em comparação aos 

descritos na literatura para outras espécies da família Clusiaceae, conforme descrito na 

Tabela 8, p. 98. 

 

Tabela 8. Teor de fenólicos totais de extratos e frações de espécies da família 

Clusiaceae. 

Extrato                                       Espécie vegetal                             Teor de fenólicos 

e/ou frações                                                                                  mg EAG/g de extrato 

Hexânico                      Calophyllum cf. brasiliense cambess                  59±5,5 

Acetato de Etila           Calophyllum cf. brasiliense cambess                  198±5,8         

Metanólico                   Calophyllum cf. brasiliense cambess                  249±15,4 

Hexânico                      Calophyllum inophyllum L.                                 35±2,6 

Acetato de Etila           Calophyllum inophyllum L.                                 175±5,9 

Metanólico                   Calophyllum inophyllum L.                                 266±12,8 

Acetato de Etila            Clusia paralicola                                               135,4 ±3,19 
 
Fonte: MESA-VANEGAS et al., 2010. 

 

 Clusia paralicola, alvo do presente estudo, revelou-se uma promissora fonte de 

compostos fenólicos, daí a necessidade de realizar mais testes com o intuito de avaliar 

seu potencial antioxidante. 

 

4.2.2. Atividade seqüestradora do radical livre DPPH· 

 

O DPPH é um cromóforo estável que apresenta um pico de absorção em 520 nm 

em meio etanólico e sua solução apresenta coloração violeta intensa (ARNAO, 2000; 
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ALVES et al., 2010). Por ação de um antioxidante ou espécie radicalar, o DPPH• é 

reduzido formando DPPH-H (hidrazina), de coloração amarela, com conseqüente 

desaparecimento da banda de absorção, sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da 

absorbância (HUANG et al., 2005). O fator determinante nesta reação é a acessibilidade 

estérica, neste caso, moléculas pequenas que têm melhor acesso ao sítio do radical 

podem apresentar uma maior atividade aparente quando comparadas a moléculas 

maiores (ALVES et al., 2010). Este método é considerado fácil, preciso e reprodutível 

na avaliação da atividade antioxidante de suco de frutos, extratos vegetais e substâncias 

puras, tais como flavonóides e terpenóides (ALVES et al., 2010).  

O extrato EtOH e as frações hexânica, AcOEt e MeOH/H2O dos frutos verdes de 

C. paralicola  apresentaram atividade seqüestradora de radical livre com CE50 variando 

de 10,80±0,064 a 17,39±0,062 µg mL-1, considerando-se que os extratos são 

considerados ativos quando apresentam valores de CE50 < 500 µg/mL (CAMPOS et al., 

2003), podemos afirmar que todas as amostras analisadas apresentaram promissor 

potencial antioxidante. A fração AcOEt apresentou a melhor atividade seqüestradora de 

radical livre (10,80±0,064), seguida do extrato EtOH (12,67±0,075) e das frações 

MeOH/H2O (13,93±0,24) e hexânica (17,39±0,075). Em relação à fração AcOEt, pode-

se atribuir parte desta atividade a epicatequina (DAVID et al., 2002) e aos biflavonóides 

(60,22±1,61) isolados desta fração. 
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Figura 72. Atividade seqüestradora do radical DPPH do extrato EtOH, das frações 
hexânica, AcOEt e MeOH/H2O e dos biflavonóides dos frutos verdes de C. paralicola 
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Levando-se em consideração a análise estatística dos dados da atividade 

antioxidante em todas as concentrações testadas, aplicando-se ANOVA e o teste de 

Tukey, verificou-se que somente o extrato EtOH não apresentou diferença significativa 

(P<0.05) em comparação as frações AcOEt e MeOH/H2O no potencial como fonte de 

substâncias seqüestradoras de radicais livres, as demais frações apresentaram diferenças 

significativas entre si. 

O coeficiente de correlação de Pearson foi igual a r = 0,969 entre o teor de 

fenólicos totais e a CE50 do extrato e frações dos frutos verdes de C. paralicola. Na 

análise de regressão foi observado que houve aumento linear na capacidade de 

seqüestrar o radical DPPH· em função do teor de fenólicos. Esta análise sugere que a 

atividade seqüestradora radicalar deve-se em grande parte ao teor de fenólicos. Porém, 

deve-se considerar que além da presença de outros fitoquímicos, a concentração e a 

reatividade do componente ativo têm influência na capacidade antioxidante, assim a 

capacidade antioxidante de um extrato não pode ser explicada apenas com base no teor 

de fenólicos, a caracterização do composto (s) ativo (s) se faz necessária (HEINONEN 

et al., 1998; ALVES et al., 2010).  

Os biflavonóides isolados dos frutos de C. paralicola demonstraram atividade 

seqüestradora frente ao radical DPPH· menos significativa do que a respectiva fração de 

origem, porém promissora em comparação a outros flavonóides. O baixo desempenho 

antioxidante das flavanonas naringenina livre e heterosídica, que constituem as duas 

unidades flavanoídicas de FCAE5, foi verificado por EDENHAR & GRUNHAGE 

(2003). Estes autores relacionaram a estrutura química destes flavonóides com o efeito 

antioxidante observado, que estaria associado à ausência da hidroxila livre no carbono 3 

(anel C); da insaturação entre o carbono 2 e 3 (anel C); do padrão e número de 

hidroxilas nos anéis A, B e C e da presença de açucares. 

Metabólitos pertencentes à classe das benzofenonas isopreniladas apresentaram 

atividade antioxidante (ITO et al., 2003; PAGANO et al., 2008), incluindo clusianona, 

previamente isolada das resinas florais de C. paralicola (PORTO et al., 2000). Desta 

forma, pode ser que parte da atividade antioxidante observada seja atribuída à presença 

de benzofenonas isopreniladas na constituição química dos frutos desta espécie. 

Relatos sobre a atividade anti-radicalar de espécies do gênero Clusia não foram 

encontrados na literatura, porém algumas espécies da família Clusiaceae mostraram 

atividade seqüestradora frente ao radical DPPH· como Platonia insignis (LIMA et al., 

2007) e algumas espécies do gênero Calophyllum (MESA-VANEGAS et al., 2010). 
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4.2.3. Atividade seqüestradora frente ao cátion radical ABTS·+ 

 

O extrato EtOH e as frações hexânica, AcOEt e MeOH/H2O dos frutos verdes de 

C. paralicola  apresentaram atividade seqüestradora de radical livre com CE50 variando 

de 6,19±0,31 a 18,56±0,13 µg mL-1. A fração AcOEt apresentou a melhor atividade 

seqüestradora de radical livre (6,19±0,31), seguida do extrato EtOH (7,43±0,41), da 

fração  MeOH/H2O  (13,92±0,22), e da fração hexânica (18,56±0,13). Parte da atividade 

apresentada pela fração AcOEt pode ser atribuída aos biflavonóides (26,74±3,29) 

isolados desta fração. Os valores de CE50 do extrato, frações, biflavonóides e controle 

estão representados na Figura 73, p. 101. 
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Figura 73. Atividade seqüestradora do cátion radical ABTS·+ do extrato EtOH e das 

frações hexânica, AcOEt,  MeOH/H2O e biflavonóides dos frutos verdes de C. 

paralicola 

 

Levando-se em consideração a análise estatística dos dados de atividade 

antioxidante em algumas das concentrações testadas, aplicando-se ANOVA e teste de 

Tukey, verificou-se que com exceção do extrato EtOH e da fração AcOEt dos frutos 

verdes de C. paralicola, as demais amostras apresentaram diferenças significativas 

(P<0,05) no potencial antiradicalar frente ao ABTS·+. 
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O coeficiente de correlação de Pearson r = 0,98 entre o teor de fenólicos totais e 

os valores de CE50 indica que parte da atividade seqüestradora apresentada pelo extrato 

e frações frente ao cátion radical ABTS·+ pode ser atribuída ao conteúdo de fenólicos 

presentes nestas amostras. A correlação entre os dois testes antiradicalares (DPPH· e 

ABTS·+) também foi analisada, o coeficiente de correlação r = 0,958 indica uma boa 

correlação entre os dois testes (Figura 74, p. 102), a diferença observada pode estar 

relacionada à maior sensibilidade do cátion radical ABTS·+, que apesar de ser uma 

excelente ferramenta para determinar a atividade antioxidante de compostos redutores e 

de ser aplicável a sistemas lipofílicos e hidrofílicos, mostra uma baixa seletividade na 

reação com compostos doadores de hidrogênio (ROGINSKI & LISSI, 2005; JUSTO et 

al., 2008).  
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Figura 74. Correlação de Pearson (r = 0,958; p=0,042) entre os valores de CE50 dos 

testes radicalares de ABTS.+ e DPPH. dos frutos verdes de C. paralicola 

 

4.2.4. Atividade antioxidante utilizando o sistema β-caroteno/ácido linoléico 

 

A avaliação da atividade antioxidante de extratos vegetais pelo ensaio do sistema 

β-caroteno/ácido linoléico baseia-se na descoloração do β-caroteno induzida pelos 

produtos de degradação oxidativa do ácido linoléico, em emulsão aquosa saturada em 

oxigênio. A adição de uma amostra contendo antioxidantes individuais, ou extratos 

naturais contribui para retardar a queda de absorbância do β-caroteno (SOKMEN et al., 

2004). 
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Em sistemas multifases, a eficiência do antioxidante é afetada pelas propriedades 

de solubilidade, que determinam a distribuição dos compostos nas diferentes fases, 

incluindo a localização e orientação. O fenômeno “paradoxo antioxidante” estabelece 

que o início da oxidação de lipídeos esteja localizada na interface do sistema. Dessa 

forma, a oxidação do óleo puro, ocorre na interface ar/óleo, onde os antioxidantes 

hidrofílicos estão concentrados, enquanto a oxidação de emulsões está localizada na 

interface água/óleo onde os antioxidantes lipofílicos estão localizados (PORTER, 1993; 

HUANG, 1996; ALVES et al., 2010). Esta metodologia é amplamente utilizada 

permitindo a determinação do poder antioxidante de compostos termossensíveis, e a 

avaliação qualitativa da eficácia antioxidante de extratos vegetais (SILVA, 1999; 

ALVES et al., 2010).  

O extrato EtOH , as frações hexânica, AcOEt e MeOH/H2O e os biflavonóides 

dos frutos verdes de C. paralicola  apresentaram atividade de inibição em 60 minutos  

variando de 82,38±2,27 a 53,20±2,69%. Todas as amostras avaliadas apresentaram 

promissora atividade antioxidante no sistema β-caroteno/ácido linoléico quando 

comparadas ao respectivo controle positivo Trolox (16 µg/mL) (60 min= 77,40±1,84%) 

(Figuras 75 a 79, p. 103 a 105).   
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Figura 75. Atividade antioxidante (sistema β-caroteno/ácido linoléico) do extrato EtOH 

(100 µg mL-1) dos frutos verdes de C. paralicola 
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Figura 76. Atividade antioxidante (sistema β-caroteno/ácido linoléico) da fração 

hexânica (100 µg mL-1) dos frutos verdes de C. paralicola 
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Figura 77. Atividade antioxidante (sistema β-caroteno/ácido linoléico) da fração AcOEt 

(100 µg mL-1) dos frutos verdes de C. paralicola 
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Figura 78. Atividade antioxidante (sistema β-caroteno/ácido linoléico) da fração 

MeOH/H2O (100 µg mL-1) dos frutos verdes de C. paralicola 
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 Figura 79. Atividade antioxidante (sistema β-caroteno/ácido linoléico) dos 

biflavonóides (100 µg mL-1) isolados dos frutos verdes de C. paralicola 
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As frações MeOH/H2O (60 min= 82,38±2,27%) e AcOEt (60 min= 70,64±3,2%) 

apresentaram as melhores atividade de inibição da degradação do sistema em todos os 

tempos analisados, não apresentando diferenças estatisticamente significativas entre si 

(ANOVA e teste de Tukey). Em seguida, temos a fração hexânica (60 min=  

68,32±9,79%) e o extrato EtOH (60 min= 65,64±3,80%) com atividades antioxidantes 

similares, e os biflavonóides (60 min= 53,20±2,69%).  Alguns autores sugerem que a 

utilização do meio emulsionado interfere nos valores de absorbância justificando a 

baixa reprodutibilidade desta metodologia (ALVES et al., 2010). 

 Em relação ao potencial antioxidante da fração AcOEt, podemos atribuir parte 

da atividade de inibição observada a epicatequina (DAVID et al., 2002) e aos 

biflavonóides isolados desta fração. A promissora atividade antioxidante apresentada 

pela fração hexânica pode ser atribuída em parte, à presença de tocotrienóis e tocoferóis 

(DA CAMARA, 2001; TEXEIRA et al., 2006)  nesta fração, compostos de natureza 

lipofílica e “análogos” estruturalmente a vitamina E, um excelente antioxidante. 

Relatos na literatura a respeito da atividade antiradicalar (DPPH· e ABTS·+) e 

antioxidante com o sistema β-caroteno/ácido linoléico sobre espécies do gênero Clusia 

não foram encontrados. Desta forma, o presente estudo foi de extrema importância na 

contribuição ao conhecimento do potencial antioxidante da espécie Clusia paralicola. 
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5.  CONCLUSÕES 
 
 
- O estudo químico dos frutos verdes de C. paralicola resultou no isolamento e 

identificação de dois biflavonóides (2R, 3S, 2”R, 3”R- GB1-7-O-glicosídeo e 2R, 3S, 

2”R-3,8”-binaringenina-7-O-glicosídeo), uma catequina (epicatequina), dois esteróides 

(β-sitosterol e estigmasterol), um fenilpropanóide (1,3,5-trimetoxi-2-propenilbenzeno) e 

um triterpeno pentacíclico (β-amirina), sendo seis destas substâncias relatadas pela 

primeira vez nesta espécie.  

 

- O isolamento destas substâncias contribuiu para o estudo quimiotaxonômico da 

família Clusiaceae e esta parcialmente de acordo com o perfil químico esperado de 

plantas do gênero Clusia. Este é o primeiro trabalho descrevendo o estudo químico dos 

frutos de C. paralicola, além de ser o primeiro relato sobre a determinação estrutural 

completa e da configuração absoluta dos biflavonóides (-)-(2R, 3S, 2”R, 3”R)- GB1-7-

O-glicosídeo e (-)-(2R, 3S, 2”R)-3,8”-binaringenina-7-O-glicosídeo. 

 

- Quando submetidas aos testes antioxidantes, as amostras do extrato e frações dos 

frutos verdes de C. paralicola mostraram promissora atividade nos três ensaios DPPH·, 

ABTS·+ e sistema β-caroteno/ácido linoléico, sendo as amostras mais ativas aquelas com 

o maior teor de fenólicos. A mistura de biflavonóides também revelou um promissor 

potencial antioxidante frente aos ensaios antiradicalares e no sistema β-caroteno/ácido 

linoléico. 
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