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RESUMO GERAL 

Nos últimos anos, o consumo de chás aumentou significativamente em função da 

divulgação dos benefícios à saúde, provenientes da sua ingestão, sendo considerado 

importante na dieta devido ao elevado potencial antioxidante. No entanto, os estudos sobre 

o teor de compostos com propriedades antioxidantes encontrados em chás brasileiros são 

escassos. Devido a estudos que comprovam a presença de fitoquímicos bioativos em chás, 

este trabalho teve como objetivo avaliar o conteúdo de compostos fenólicos totais (CFT), 

flavonóides totais (FT) e a capacidade antioxidante (DPPH• e β-Caroteno/ linoleato) das 

infusões de 9 ervas provenientes da Região Amazônica: Agirú (Chrysobalanus icaco), 

Açoita-cavalo (Luehea speciosa), Capim-santo (Cymbopogon citratus), Erva-cidreira 

(Lippia alba), Graviola (Annona muricata), Jucá (Caesalpinia ferrea), Pata-de-vaca 

(Bauhinia forticata), Parirí (Arrabidaea chica) e Sacaca comum (Croton spp). Além disso, 

os compostos fenólicos presentes nos extratos metanólicos das folhas de três espécies foram 

separados e quantificados pela técnica de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

acoplado ao detector de arranjo de diodos (DAD). A metodologia analítica consistiu de uma 

extração aquosa (infusão) para análise de compostos fenólicos e flavonóides totais, bem 

como para as análises de atividade antioxidante. Para análise por CLAE, os compostos 

fenólicos foram extraídos com metanol, seguida de hidrólise ácida, com o objetivo de 

liberar as formas agliconas. Com base nos resultados obtidos, em relação aos compostos 

fenólicos totais, das nove infusões analisadas, três  apresentaram os maiores teores: C. 

férrea (721,08 mg EAG/g), L. speciosa (540,90 mg EAG/g) e C. icaco (497,79 mg EAG/g). 

Por outro lado, para flavonóides totais, a erva L. speciosa e a L. alba foram as que 

apresentaram os maiores teores (12,80 e 15,42 mg EC/g, respectivamente). Para as análise 

de antioxidantes pelos método citados, o Jucá (C. férrea), foi o que obteve o maior 

resultado. As amostras que apresentaram o maior teor de compostos fenólicos totais, foram 

posteriormente analisadas por CLAE; Para efeito comparativo, o chá verde comercial 

(Camellia sinensis) também foi analisado por CLAE. Os resultados obtidos da identificação 

e quantificação foram, em mg.g-1 para cada uma das amostras: Agirú (ácido gálico 0,45, 

miricetina 0,78 e quercetina 0,14); Açoita-cavalo ((+)- catequina 1,20 e quercetina 0,14); 

Jucá (ácido gálico 0,59 e quercetina 0,13); Chá-verde (ácido gálico 0,24, (-)- epicatequina 
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2,44, (+)- catequina 0,68 e quercetina 0,66). Para as ervas estudadas o Jucá foi o que se 

destacou, apresentando o maior teor para análise de compostos fenólicos totais e potencial 

antioxidante para as metodologias aplicadas, o que indica seu possível benefício à saúde o 

que pode estimular novos estudos sobre a caracterização mais aprofundada sobre seus 

constituintes. 
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GENERAL ABSTRACT  

In recent years, consumption of tea has increased significantly as a result of the health 

benefits derived from those ingestion. Moreover, tea has been considered important in the 

diet because of the high antioxidant potential. However, there is a lack of studies on the 

content of compounds with antioxidant properties found in Brazilian teas. Due to some 

studies that have proved the presence of these bioactive phytochemicals in tea, this work 

aimed to evaluate the content of total phenolic compounds (TPC), total flavonoids (TF) and 

antioxidant capacity (DPPH • and β-carotene / linoleate) of 9 herbs infusions from the 

Amazon region: Agirú (Chrysobalanus icaco), Aloita-cavalo (Luehea speciosa), Capim-

santo (Luehea speciosa), Herb (Lippia alba), Graviola (Annona muricata), Juca 

(Caesalpinia ferrea), Pata-de-vaca (Bauhinia forticata), Parirí (Arrabidaea chica) and 

common Sacaca (Croton spp.) Furthermore, the phenolic compounds present in methanol 

extracts of the leaves of three species were separated and quantified by liquid 

chromatography (HPLC) coupled with a diode array detector (DAD). The analytical 

methodology consisted in aqueous extraction (infusion) for the analysis of phenolics and 

flavonoids, as well as for the analysis of antioxidant activity. For HPLC analysis, the 

phenolic compounds were extracted with methanol, followed by acid hydrolysis in order to 

release the aglycone forms. Based on the results obtained for total phenolic compounds, 

from the nine infusions assayed, three showed the highest levels: C. férrea (669,94 mg 

GAE/g–1), C. icaco (494,13 mg GAE/g–1) and L. speciosa (459,23 mg GAE/g–1). On the 

other hand, for total flavonoids, L. speciosa and L. alba herbs showed the highest content 

(12,85 and 15.42 mg CE/g–1, respectively). For the capacity antioxidant analysis by the 

mentioned methods, Jucá (C. férrea) has showed higher values. The samples that exhibited 

higher levels for total phenolic compounds were analyzed by HPLC: Agirú (Chrysobalanus 

icaco), Açoita-cavalo (Luehea speciosa) and Jucá (Caesalpinia ferrea). For comparative 

purposes, commercial green tea (Camellia sinensis) was also analyzed by HPLC. The 

results for phenolic compounds identification and quantification were, in mg.g–1 for each 

sample: Agirú (0.45 of gallic acid, 0,78 of quercetin and 0,14 of myricetin); Açoita-cavalo 

(1,20 of (+)-catechin and 0,14 of quercetin), Jucá (0,59 of gallic acid and 0,13 of quercetin), 

and green tea (0,24 of gallic acid, 2,44 of (-)-epicatechin, 0,68 of (+)–catechin and 0,66 of 

quercetin). For the herbs studied, Jucá was the most remarkable one, presenting the highest 
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levels for the total phenolic compounds content and for the antioxidant potential by the 

applied methodologies, which indicates their potential health benefits that can stimulate 

new studies on the further characterization of their constituents. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

Devido a enorme biodiversidade da flora Amazônica e a procura cada vez maior por 

hábitos alimentares mais saudáveis, o interesse da comunidade científica foi despertado em 

relação ao potencial de informações ecológicas, fisiológicas, bioquímicas e genéticas que a 

Amazônia possui, além é claro da possibilidade de novas descobertas de produtos 

biológicos. A região Amazônica possui um grande potencial a ser explorado como 

fornecedora de biocompostos com elevada atividade antioxidante, em particular os 

compostos fenólicos, devido a diversos fatores ambientais. Estudos recentes mostram que a 

Amazônia guarda um total de 33 mil espécies de plantas superiores e dentre estas, cerca de 

10 mil são portadoras de princípios ativos (INPA, 2009; OLIVEIRA, 2003). 

Levando em consideração o elevado número de espécies vegetais portadoras de 

compostos bioativos na Região Amazônica, o chá, um importante integrante da dieta, se 

destaca como uma alternativa para obtenção desses princípios ativos, por ser uma bebida 

largamente consumida no mundo e por ser referido como uma das melhores fontes de 

compostos fenólicos existentes (SILVA et al., 2007). Calcula-se que cerca de 30% da 

população da América do Sul consome, em média, 1 litro de chá por dia (NISHIYMA et 

al., 2010; SIDIQUI et al., 2004). No Brasil, o consumo desta bebida, ingerida quente ou 

gelada vem crescendo a cada dia (NISHIYMA et al., 2010).  

Enquanto nos países orientais o chá mais consumido é o verde, no Ocidente o mais 

consumido é o chá preto, embora o consumo do chá verde venha crescendo, devido 

principalmente à divulgação de suas propriedades funcionais (NISHIYAMA et al., 2010; 

CHENG, 2006; SAITO et al., 2006). 

No Brasil são encontados chás de várias espécies de plantas e apesar do aumento no 

consumo de infusões de diferentes ervas, a composição da maioria dos chás ainda não é 

totalmente conhecida. Nas principais cidades brasileiras, já existem uma enorme variedade 

de chás de alta qualidade e preço elevado, uma vez que a grande maioria provém da 

exportação, e apesar do alto custo, o consumo vem aumentando a cada dia. Nos últimos 

cinco anos, a venda de chás no Brasil dobrou e calcula-se que o segmento representa 5% do 
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mercado de bebidas no país (MORAES-DE-SOUZA, 2007; HIGDON & FREI, 2003; 

DREOSTI, 2000). 

No Brasil, o consumo de chá ainda está relacionado às práticas curativas, tendo suas 

origens principais nas culturas indígenas, negras e européias (SILVA et al., 2001). Poucos 

sabem, porém, que o mais consumido no Brasil não é o verdadeiro chá, proveniente da 

espécie Camellia sinensis, mas uma infusão de ervas. O chá é uma bebida que vem sendo 

amplamente consumida, sendo considerada a segunda bebida mais consumida no mundo 

depois da água, chegando em torno de 1,5 milhão de xícaras ao dia, boa parte consumidas 

na porção oriental do globo, o que ganhou atenção da indústria (CHANTRE & LAIRON, 

2002).  

De acordo com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2005), chá é 

uma bebida preparada através da infusão de folhas, flores ou raízes de plantas. Geralmente 

é preparada com água quente, e cada variedade adquire um sabor definido de acordo com o 

processamento utilizado, que pode ser com ou sem fermentação, tostado ou não, podendo 

ser adicionado de aroma e ou especiaria. 

Devido ao interesse mundial crescente por produtos naturais, e sem aditivos, o chá de 

ervas passou a ser amplamente difundido e divulgado nos restaurantes naturalistas, 

farmácias, drogarias, supermercados e nos comércios de produtos naturais. O mercado 

tornou-se competitivo, e cada vez mais vem ganhando espaço no mercado brasileiro, 

surgindo assim um grande número de fabricantes de ervas e ou misturas de ervas para o 

preparo de chás, nas formas moídas e em pó solúvel. Por serem ingeridos na forma de 

infusão, contribuem consideravelmente para o aumento da ingestão de compostos fenólicos 

(RUIZ-TERÁN et al., 2008; MORAES-DE-SOUZA, 2007; HIGDON & FREI, 2003), 

compostos estes benéficos à saúde (BUNKOVA et al., 2005; MENDEL & YOUDIM, 

2004). 

Os compostos fenólicos são considerados um dos grupos de compostos bioativos 

responsáveis pelos efeitos benéficos à saúde. Embora existam outros mecanismos, o modo 

de ação mais citado é a atividade antioxidante pela habilidade de seqüestrar espécies 

reativas de oxigênio e quelar íons metálicos. O conhecimento do conteúdo de compostos 

fenólicos presentes nos alimentos a base de vegetais é uma importante ferramenta para o 
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entendimento do seu papel na saúde humana, bem como para programas que visam o 

aumento do seu consumo. Acredita-se que a biodisponibilidade e a atividade biológica 

destes compostos está diretamente relacionada com a sua estrutura química bem como a sua 

biodistribuição em seres humanos (MONTEIRO et al., 2007; MOLLER & LOFT, 2006). 

Desta forma, os compostos fenólicos, presentes naturalmente nas plantas, podem ter 

efeitos positivos sobre a saúde humana e juntamente com sua atividade biológica, tornam-

se importantes componentes na dieta humana (AISLING & O'BRIEN, 2002). 

As evidências científicas de que a ingestão de frutas e outros vegetais está associada a 

efeitos anti-carcinogênicos tem ganhado força e consistência por um painel de peritos 

(WORLD CANCER RESEARCH FUND, 1997). Alguns flavonóides têm demonstrado 

suprimir a carcinogênese em vários modelos animais (YANG et al., 2001). A propriedade 

antioxidante dos flavonóides foi o primeiro mecanismo de ação estudado, em especial no 

que diz respeito ao seu efeito protetor contra as doenças cardiovasculares. Os mesmos têm 

se mostrado eficientes captadores da maioria dos tipos de moléculas oxidantes, incluindo o 

oxigênio singlete e vários radicais livres, envolvidos em diversas doenças crônico-

degenerativas. Dessa forma, o mecanismo de ação antioxidante pode agir suprimindo a 

formação de espécies reativas de oxigênio, seja por inibição de enzimas ou por quelação 

oligo-elementos envolvidos na produção de radicais livres, assim como no combate de 

espécies reativas e/ou aumentando os mecanismos de defesas ( MONTORO et al., 2005; 

BRACA et al., 2003).  

Assim, a avaliação dos compostos bioativos em chás e/ou infusões de plantas 

apresentam uma grande fonte de compostos ainda não identificados estruturalmente e com 

potencial capacidade antioxidante (HERAS, et al., 1998). Desta forma, a presente 

investigação representa uma triagem preliminar de nove espécies comumente consumidas 

em forma de infusão na Região Amazônica.  

Sabendo que os compostos fenólicos são metabólitos secundários e estão envolvidos 

em, praticamente, qualquer interação da planta com o ambiente abiótico (irradiação solar, 

luz UV, períodos de seca, excesso ou escassez de nutrientes, índices pluviométricos, 

estações do ano) e poluição, podem ocasionar alterações no metabolismo da planta, 

modificando a produção destes compostos. Adicionalmente, considerando o fato de que a 
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Região Amazônica apresenta grandes variações nos mais diferentes fatores abióticos, a 

presente pesquisa teve como objetivo: 

� Avaliar 81 extratos aquosos de nove variedades de ervas: Agirú (Chrysobalanus 

icaco), Açoita-cavalo (Luehea speciosa), Capim-santo (Luehea speciosa), Erva-cidreira 

(Lippia alba), Graviola (Annona muricata), Jucá (Caesalpinia ferrea), Pata-de-vaca 

(Bauhinia forticata), Parirí (Arrabidaea/chica) e Sacaca comum (Croton spp), provenientes 

da Região Amazônica quanto a presença de compostos fenólicos e flavonóides totais.  

� Avaliar a capacidade antioxidante nos 81 extratos aquosos, por duas metodologias 

distintas: sequestro do radical DPPH● e pelo sistema β-Caroteno/ácido linoléico; 

� Validar e aplicar uma metodologia para separar e quantificar os compostos 

fenólicos majoritários presentes nos extratos das ervas por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE); 

� Realizar uma triagem para selecionar três espécies com o maior teor de compostos 

fenólicos totais para quantificação e identificação por cromatografia líquida de alta 

eficiência.  

� Analisar Estatisticamente os dados obtidos. 
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

1.1. Chá: origem e propriedades. 

 

A história do chá como uma bebida data de aproximadamente 2700 a.C. na China, e a 

tradição foi levada para o Japão no século VI. Por muito tempo, o chá foi consumido 

apenas pela sociedade privilegiada tornando-se popular somente 700 anos depois. Assim, o 

consumo de chá difundiu-se da Ásia e das colônias asiáticas para suas metrópoles, de onde 

em meados do século XVII os ingleses divulgaram e popularizaram a bebida para o mundo 

(SIDDIQUI et al., 2004; WEISBURGER, 1997). 

Historicamente, o consumo de chá no Brasil está relacionado às práticas curativas, 

tendo suas origens principais nas culturas indígenas, negras e européias (SILVA et al., 

2010). No fim do século XX, o consumo da bebida no país cresceu e foi modernizada, 

surgindo inclusive legislação específica, porém ainda convivendo com o comércio de 

espécies medicinais em feiras, e o plantio em quintais para o consumo familiar. Esta 

afirmação pode ser corroborada pela existência, no século atual (século XXI), de pessoas 

que ainda utilizam os chamados ‘remédios caseiros’, muitas vezes preparados a partir de 

plantas regionais. O potencial de utilização farmacológica de vegetais típicos da Amazônia 

pode ser evidenciado através da balança comercial do estado do Pará, onde foi observado 

em 2006 que mais de 90% da produção do Estado é referente ao extrativismo vegetal e 

mineral (em especial). Esses produtos saem sem nenhum tipo de agregação de valor, 

caracterizando o Estado como fornecedor de matéria-prima (SILVA et al., 2010; RIOS et 

al., 2001). 

O conhecimento da composição bem como a quantidade existente de compostos 

fenólicos em alimentos, como os chás, é ferramenta importante para o entendimento do seu 

papel na fisiologia da planta e na saúde humana, bem como para programas que visam o 

aumento do seu consumo. Fatores econômicos e sociais, também, têm contribuido para o 

uso de chás de ervas, popularmente conhecidas por seus efeitos curativos (LIMA et al., 

2004). 

Segundo Moraes-de-Souza (2007), 47 espécies vegetais são utilizadas no Brasil para 

o preparo de chás, e apesar de a RDC nº 267, de 22 de setembro de 2005 da Agência 
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Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), ressaltar a exclusão das espécies vegetais com 

finalidade medicamentosa e/ou terapêutica, 23 das 47 espécies são consideradas “plantas 

medicinais” pelo fato de também serem utilizadas na medicina popular, denominada caseira 

ou tradicional (LORENZI & MATOS, 2002). 

O chá é uma bebida amplamente consumida, principalmente na parte oriental do 

globo, sendo considerada a segunda bebida mais consumida no mundo depois da água, com 

consumo em torno de 1,5 milhões de xícaras ao dia, o que despertou a atenção das 

indústrias. Dentre os chás de maior consumo mundial estão os chás preto e verde. O chá 

preto é altamente consumido na Europa e nos demais países ocidentais, respondendo por 

cerca de 78% desse consumo. O chá verde por sua vez detém 20% do mercado, com 

concentração de consumo no Oriente. O Brasil não tem tradição de consumo de chás, mas 

registra-se um destacado crescimento na participação no mercado de bebidas (MORAES-

DE-SOUZA, 2007; SIDDIQUI, 2004; CHANTRE & LAIRON, 2002). 

Poucos sabem, porém, que o chá mais consumido no Brasil não é o verdadeiro chá 

(Camellia sinensis), e sim infusões de ervas. Devido o interesse mundial crescente por 

produtos naturais, e sem aditivos, o chá de ervas passou a ser amplamente difundido e 

divulgado nos restaurantes naturalistas, farmácias, drogarias, supermercados e nos 

comércios de produtos naturais. O setor tornou-se competitivo, e cada vez mais vem 

ganhando espaço no mercado brasileiro, surgindo assim um grande número de fabricantes 

de ervas e ou misturas de ervas para o preparo de chás, nas formas rasuradas, moídas e em 

pó solúvel. Por serem ingeridos na forma de infusão, contribuem consideravelmente para o 

aumento da ingestão de compostos fenólicos (VENDITTI et al, 2010; HIGDON & FREI, 

2003; MCKAY & BLUMBERG, 2001), compostos estes benéficos à saúde (BUNKOVA et 

al., 2005; MENDEL & YOUDIM, 2004). 

Assim, o chá é consumido em todo o mundo, por diferentes razões, o que o tornou 

alvo de estudos e publicações científicas, que mostram os potenciais benefícios à saúde. A 

importância desses estudos é justificada pelo fato de que, alimentos que contêm compostos 

fenólicos, normalmente, apresentam alta atividade antioxidante, podendo ter efeitos 

positivos tanto na conservação da qualidade dos alimentos, quanto na preservação da saúde 

humana. Quando presentes regularmente na dieta, podem ser associados à diminuição do 
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risco de doenças crônicas, principalmente câncer e doenças cardiovasculares. Tais doenças, 

freqüentemente correlacionadas ao alto consumo de alimentos ricos em colesterol e 

gorduras saturadas, e ao baixo consumo de fibras dietéticas e principalmente de 

biocompostos com atividade antioxidante, como os compostos fenólicos, fizeram com que 

a procura por esses antioxidantes naturais aumentasse significativamente nesta última 

década (BECKER et al, 2004; LEE et al., 2004; SIDDIQUI et al., 2004).  

 

1.2. Compostos fenólicos  

 

Os compostos fenólicos são metabólitos secundários presente nas plantas e são 

amplamente distribuídos no reino vegetal. Englobam desde moléculas simples até outras 

com alto grau de polimerização, e podem estar presentes na forma livre, ligados a açúcares 

(glicosídeos) e proteínas em diversas partes das plantas (comestíveis e não comestíveis), 

como nas sementes, frutos, folhas, casca do caule e também na raiz. Atualmente são 

conhecidas mais de 8.000 estruturas, cujas origens orgânicas são ligadas ao caminho 

metabólico do ácido shiquimico e ao metabolismo dos fenil propanóides (SALDANHA, 

2005; ANTOLOVICH et al., 2000; DREOSTI, 2000). 

Em sua estrutura básica, possuem um anel aromático com um ou mais substituintes 

hidroxílicos, incluindo seus grupos funcionais. Tais substâncias ocorrem naturalmente em 

frutas frescas, vegetais, nos chás e nos vinhos (MANACH et al., 2004). A importância dos 

compostos fenólicos está diretamente relacionada com a atividade fisiológica, a habilidade 

de capturar espécies reativas de oxigênio, quelar íons metálicos, inibir a nitrosação, inibir o 

potencial de auto-oxidação e a apresentam a capacidade de modular certas enzimas 

celulares ativas (ANTOLOVICH et al., 2000). 

Pesquisas recentes indicam uma grande variação na produção de metabólitos 

secundários pelas plantas, isto é, plantas pertencentes a mesma espécie podem ao longo dos 

anos sofrer variações quanto a sua constituição genética e atividade fisiológica, 

condicionadas pelo processo de seleção ambiental. Esta diversidade genética ocorre devido 

ao processo metabólico de cada organismo (HERAS, 1998). 
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Essas interferências ambientais são os principais precursores no estímulo para 

produção desses metabólitos. A concentração desses componentes químicos nas plantas 

dependerá do controle genético e dos estímulos proporcionados pelo meio. Os genes 

biossintéticos podem ser ativados para estimular a superprodução de substâncias 

defensivas, como em casos por exemplo, de agressão por microrganismos e/ou pragas, solo 

pobre em nutrientes, clima, ferimentos, exposição à luz UV, etc. Dentre estas substâncias 

encontram-se os compostos fenólicos, que também podem atuar nas plantas como 

antimicrobianos, fotorreceptores, atrativos visuais e repelentes de predadores 

(NICHENAMETLA et al., 2006; PIETTA, 2000). 

Em geral os compostos fenólicos costumam ser classificados nas seguintes 

categorias: 1) fenóis, ácidos fenólicos e ácidos fenilacéticos; 2) ácidos cinâmicos, 

cumarinas, isocumarinas e cromonas; 3) lignanas; 4) dez grupos de flavonóides; 5) ligninas; 

6) taninos; 7) benzofenonas, xantonas e estilbenos; 8) quinonas; 9) betacianinas 

(CARRASCO-PANCORBO et al., 2005).  

Os flavonóides, junto com os isoprenóides e alcalóides, compreendem as três maiores 

classes de produtos secundários produzidos pelas plantas superiores. Na maioria das 

espécies de plantas, o excesso de luz e alta radiação UV entre outros fatores, desencadeiam 

um aumento na síntese e acúmulo de compostos não fotossintéticos relacionados a via dos 

fenil propanóides contendo o esqueleto C6-C3 (fenil propano), derivados do ácido cinâmico, 

sintetizado do ácido shiquímico (DIXON, 2002). 

Os flavonóides são sintetizados pela combinação das vias metabólicas do ácido 

shiquímico e da acetil-CoA carboxilase (Figura 1). 
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Figura 1: Esquema ilustrando as etapas da biossíntese para formação da chalcona intermediária básica C15, da 
qual todos flavonóides são formados. 
 
 

Em resumo os flavonóides apresentam uma estrutura muito semelhante entre si, 

possuem estrututa básica formada por C6-C3-C6 (Figura 2), sendo que a diferença entre 

eles está nos grupamentos ligantes dos anéis e a presença, ou não, de ligações duplas. 

Podem ser encontrados na forma aglicosilada, como, por exemplo, a quercetina, 

naringenina ou ainda miricetina, porém é mais frequente encontrá-las no reino vegetal na 

forma glicosilada, unidas a moléculas de açúcares como a ramnose, rutinose (03 moléculas 

de glicose) ou ainda é possível misturas de glicosídeos, como a rhamnose-glucosídeos, 

formando respectivamente os derivados flavonóides glicosilados (SPANOS & 

WROLSTAD, 1992). Assim, os flavonóides podem ser divididos em diversas classes, entre 

elas, destacam-se: flavonas, flavonóis, flavanonas, isoflavonas e antocianinas (YANEZ, et 

al., 2007; ARRABI, et al., 2004). Algumas dessas diferenças estruturais podem definir o 

potencial antioxidante destes compostos (SOARES, 2002).  
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Figura 2. Estrutura geral dos flavonóides 

 

Quanto ao seu modo de ação, os grupos OH do anel B podem doar um hidrogênio e 

um elétron aos radicais hidroxila, peroxila e peroxinitrito, estabilizando-os e transformando 

o flavonóide em uma molécula radical relativamente estável. Também são capazes de 

quelar metais, formando complexos que ainda assim mantém a atividade antioxidante. 

(HEIM et al., 2002). Faz-se importante ressaltar que a glicosilação dos compostos fenólicos 

resulta em menor atividade antioxidante do que aquela apresentada pela aglicona 

correspondente (CHOE & MIN, 2009; HEIM, et al., 2002). 

Apesar de vários estudos realizados sobre a ingestão de flavonóides na dieta e os seus 

possíveis benefícios à saúde humana, o número de estudos ainda são poucos e considerados 

inconsistentes ou insuficientes para comprovar definitivamente esta ação, principalmente 

no que diz respeito a biodisponibilidade desses compostos. Evidências sobre a absorção 

desses compostos que ultrapassam a barreira do intestino são observadas pelo aumento da 

atividade antioxidante do plasma após o consumo de alimentos ricos em compostos 

fenólicos (SCALBERT & WILLIAMSON, 2000). Segundo Hassimotto et al. (2005), a 

ingestão diária na Holanda está estimada em 23 mg por dia, sendo que 48% proveniente do 

chá, seguido pelo alho (29%) e pela maçã (7%). No Japão, a ingestão de flavonóis e 

flavonas foi estimada em 16,7 mg por dia para mulheres (46% proveniente do alho), e 42,2 

mg por dia de isoflavonas (37% vindo do tofu). Na Europa, o consumo de flavonóides 

provenientes de chás e vinhos pode variar de 50 a 800 mg diários. O consumo no Brasil 

está estimado em 70,5 mg diárias para mulheres, sendo que 68% são provenientes da 

laranja, 12% de vegetais, e 2,5% do tomate. 
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Assim, o isolamento e a determinação estrutural de substâncias orgânicas produzidas 

pelo metabolismo secundário de organismos vivos representam importância fundamental 

para o desenvolvimento científico da própria química de produtos naturais e contribuem 

para avanço de outras atividades científicas e tecnológicas no país. A diversidade estrutural 

de substâncias orgânicas naturais isoladas de plantas da flora brasileira recebeu atenção 

especial de pesquisadores envolvidos em tais pesquisas no território nacional devido ao 

potencial relevante deste arsenal químico para o desenvolvimento social e econômico e a 

correspondente contribuição da química de produtos naturais para o avanço científico e 

tecnológico (BRAZ-FILHO, 2010; LEMOS et al., 2007). 

Asolini et al. (2006), avaliaram os compostos fenólicos presentes em dez espécies 

vegetais e encontrou altas concentrações de compostos fenólicos tanto para os extratos 

aquosos (18 a 145 mg EAG/g), como para os extratos etanólicos (25 a 56 mg EAG/g). Para 

as análises de atividade antioxidante, os resultados foram superiores a 84% para os extratos 

etanólicos, enquanto para os extratos aquosos algumas espécies apresentaram atividade 

antioxidante maior que 97%. 

Cai et al. (2003), obtiveram em seu trabalho com 112 espécies tradicionais da China, 

uma variação da quantidade de compostos fenólicos em extrato aquoso de 0,19 a 50,2 g 

GAE/100g em peso seco e para os extratos metanólicos uma variação de 0,22 a 50,3 g 

GAE/100g. Dentre os principais tipos de compostos fenólicos encontrados nas 112 espécies 

estudadas, foram encontrados os ácidos vanílico, gálico, clorogênico, cafeico, cinâmico, p-

coumárico, ferrúlico, elágico e p-hidroxybenzóico, além dos flavonóides kaempferol, 

quercetina, rutina, catequina, isoquercetina, epicatequina, epigalocateqina e taninos 

Pesquisas realizadas por Aruoma (2003), mostraram que a graviola (Annona 

muricata), possui com relação ao seu conteúdo de fenólico total, na concentração de 1,0 

mg/mL de extrato metanólico, 0,143 mg/mL de compostos fenólicos, o que representa 

cerca de 14%. 

Tanaka & Silva (2005), isolaram nas folhas de Luehea speciosa (açoita cavalo), 

alguns compostos como vitexina, ácido maslínico e glicopiranosilsitostero, sendo 

encontrado quantidade considerável do flavonóide (-)-epicatequina nos extratos 

metánólicos. 
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A espécie Cymbopogon citratus (capim-santo, capim-limão e capim-cidreira) possui 

em suas folhas o óleo essencial, que contém em maior quantidade substâncias do grupo 

monoterpenos: citral 65-80%. Segundo Cheel et al. (2005), encontrou-se para infusões 

desta espécie, resultados de forte atividade antioxidante, tanto para o DPPH• bem como 

para inibição da peroxidação lipídica. Os compostos encontrados em maior quantidade para 

dada espécie foram ácidos caféico e clorogênico obtendo um IC50 de 68,8 e 54,2 mM, 

respectivamente, um efeito forte para DPPH. O ácido cafeico inibiu a peroxidação lipídica 

em 85% a 100 �g/mL. Para Silva et al. (2010), outros metabólitos secundários também 

estão presentes como: limoneno, eugenol, luteolina, os ácidos clorogênicos, cafeico e p-

cumárico e mentol. 

Arrabidaea chica (HBK) Verlot, Bignoniaceae, é um arbusto que ocorre na América 

tropical, mais concretamente na bacia amazônica, onde é chamado "Pariri", "Crajiru", 

"Carajuru" ou "Carajiru (BARBOSA et al., 2008). Atualmente é amplamente utilizado 

como infusão. Estudos recentes mostram que o conteúdo de compostos fenólicos e 

flavonóides presentes nas folhas é de 10,2 mgEAG/g e 0,06 mgEC/g, respectivamente, no 

entanto, muito pouco se conhece sobre a constituição química de suas folhas (SILVA et al., 

2007). Para a espécie Bauhinia forficata, conhecida pelo nome popular “pata de vaca”, 

encontrou-se para análise de fenólicos totais um total de 16.6 mg EAG/g (SILVA et al., 

2007). Sobrinho et al. (2008), obtiveram resultados para flavonóides em teor de matéria 

seca valores em torno de 3,64% p/p. 

A espécie Caesalpinia ferrea Mart., conhecida popularmente como “jucá” ou “pau-

de-ferro” foi estudada por Araújo et al. (2008), que encontraram para análise de flavonóides 

totais em equivalente de rutina um resultado de 2,34 mg/g,  

O extrato aquoso das folhas de Agirú - Chrysobalanus icaco L., que é comumente 

usado no norte do Brasil (estado do Pará), apontam a espécie como fonte de miricetina-3-

Oglucuronídeo (miricitrina) e quercitrina, entre outros minoritários derivados de miricetina 

(BARBOSA et al., 2006).  

A erva-cidreira (Lippia alba), segundo Lima et al. (2004), obteve teor de compostos 

fenólicos, de 16,29 mg/g após 10 minutos de infusão. Os compostos encontrados em maior 

concentração foram o kaempferol, quercetina e miricetina. 
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Em relação a algumas das espécies que foram estudadas neste trabalho, não foram 

encontrados estudos ou trabalhos científicos relacionados especificamente as infusões das 

ervas analisadas. 

 

1.3. Radicais livres e os benefícios do consumo de compostos fenólicos 

 

Muitos trabalhos relatam a funcionalidade dos compostos fenólicos como um todo, 

porém atualmente, mais do que saber se um alimento contém compostos fenólicos, é 

importante conhecer a composição e quais as quantidades presentes em cada alimento. 

As recentes descobertas sobre os mecanismos de oxidação que ocorrem nas células, 

responsáveis por uma série de condições patológicas, como aterosclerose, cancêr e diabetes, 

estimularam o aparecimento de um grande número de pesquisas sobre a ação de substâncias 

antioxidantes capazes de agir como seqüestradoras de espécies oxidantes geradas nos 

organismos vivos. Produtos naturais, como os condimentos, contendo compostos fenólicos 

têm sido objeto dessas pesquisas (MANCINI-FILHO & MOREIRA, 2003; SOARES, 

2002; THOMAS, 2000). 

No organismo humano, a atividade metabólica normal produz constantemente 

radicais livres, que são moléculas ou fragmentos de moléculas que possuem elétrons livres 

(não pareados) em sua órbita externa. Os elétrons livres dessas moléculas as tornam 

quimicamente instáveis, bastante reativas (MELO & GUERRA, 2002; CHEESEMAN & 

SLATER, 1996), e podem ter origem endógena como exógena. As fontes endógenas e 

exógenas segundo Cavalcante & Bruin (2009), podem ser várias, tais como: 

1. A cadeia respiratória cuja redução monovalente de uma molécula de oxigênio dá 

lugar a distintas espécies reativas oxidantes, como o oxigênio singlete (¹O2), o 

radical ânion superóxido (O2
• -), o radical hidroxila (OH•) e o peróxido de 

hidrogênio (H2O2); 

2. As células fagocitárias (monócitis, neutrófilos e macrófagos) que utilizam o 

sistema de Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo-P (NADPH) oxidase para gerar 

diretamente o radical ânion superóxido (O2
•-). Por outro lado, estas células 

também sintetizam óxido de nítrico (•NO) como mecanismo de defesa, que por 
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sua vez, reage com o ânion superóxido para gerar o ânion peroxinitrito (ONOO-), 

capaz de induzir a peroxidação lipídica em lipoproteínas; 

3. A autoxidação de compostos de carbono reduzido, como aminoácidos, proteínas, 

lipídios, glicídios e ácidos nucléicos;  

4. A ativação catalítica de diversas enzimas do metabolismo intermediário como a 

hipoxantina e xantina oxidase, aldeído oxidase, monoamino-oxidase, 

ciclooxigenase ou lipoxigenase. 

As fontes exógenas de ROS e RNS (espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio) 

podem ser a exposição a certas radiações (eletromagnéticas, luz solar, ozônio), 

componentes dos cigarros, certos aditivos alimentícios, entre outros (Choe & Min, 2006). O 

excesso de espécies reativas no organismo é combatido por antioxidantes produzidos pelo 

corpo ou absorvidos da dieta. 

Em vista dos prejuízos provenientes do excesso de ROS e RNS, as células dispõem 

de uma variedade de mecanismos de defesa contra os danos causados por estas espécies: as 

defesas antioxidantes. Para o funcionamento celular normal, deve haver uma compensação 

entre a formação de ROS/RNS e os níveis de defesas antioxidantes, que mantêm a célula 

em estado geral reduzido. Se as defesas antioxidantes tornam-se insuficientes frente à 

excessiva produção de ROS e RNS, ocorre o chamado estresse oxidativo. Estresse 

oxidativo agudo bem como estresse oxidativo crônico têm sido relacionados a um grande 

número de doenças degenerativas, como cancêr, aterosclerose, artrite reumática, entre 

outras (JUNG et al., 2006; JACOB & BURRI, 1996), possívelmente por desestabilização 

das membranas (MORA et al., 1990), dano no DNA (ácido desoxirribonucleico) (TAKABE 

et al., 2001), e oxidação da lipoproteína de baixa densidade (LDL). De acordo com 

Ramarath et al. (1995), a autoxidação dos ácidos graxos insaturados que compõe a 

membrana celular, é apontada como o processo oxidativo de maior ocorrência no 

organismo humano. 

Considerando-se que a produção de ROS/RNS e as defesas antioxidantes estejam em 

ajuste contínuo, pode-se supor que em algumas situações o balanço pode tender facilmente 

em favor das espécies reativas. O estresse oxidativo poderia ocorrer em várias situações 

patológicas ou ambientais que aumentem a produção de ROS/RNS e em conseqüência do 



18 

 

consumo inadequado de antioxidantes derivados da dieta (DEMMIG-ADAMS & ADAMS, 

2002). 

Espécies reativas de nitrogênio parecem contribuir  para patologias cardiovasculares. 

O peroxinitrito, um potente oxidante gerado pela reação do óxido nítrico com ânion 

superóxido no endotélio vascular, induz a oxidação do LDL (LEEUWENBURGH et al., 

1997) e a disfunção pró-inflamátória do miocárdio mediada por citoquinina (WANG et al., 

2002; FERDINANDY et al., 2000). A nitrotirosina, um produto da nitração de proteínas 

por espécies reativas de nitrogênio, está presente em lesões ateroscleróticas humanas 

(BECKMANN et al., 1994). Devido a isso, a significância dos antioxidantes na dieta e o 

seu suposto papel na intervenção e profilaxia de doenças cardiovasculares têm sido de 

interesse considerável. (HEIM et al., 2002). 

Estudos revelam que estes compostos, presentes nos alimentos, estão associados com 

ações anticarcinogênicas (inibição do câncer de cólon, esôfago, pulmão, fígado, mama e 

pele), anti-inflamatórias, anti-hepatóxica, antiviral, antialérgica e antitrombótica (MAZZA 

& GIRARD, 1998), além de prevenir oxidação de lipoproteínas de baixa densidade (LDL), 

diminuindo os riscos da aterosclerose, atuando na prevenção de doenças cardiovasculares e 

na absorção de produtos tóxicos oriundos da peroxidação lipídica (GORELIG et al., 2008; 

MATSUMOTO et al., 2003; DUBICK & OMAYE, 2001). Ações antibacteriana (ASOLINI 

et al., 2006; FALCÃO et al., 2001; NIJVELDT et al., 2001; CHANARAT et al., 1997), 

antifúngica, anti-inflamatória, antitumoral (HO et al., 2002) também já foram relatadas. 

Um grande número de pesquisas demonstram atividades biológicas relacionadas à 

composição de compostos fenólicos e flavonóides, bem como a determinação da atividade 

antioxidante de espécies vegetais que são utilizadas para o preparo de infusões de ervas 

(GRAMZA & KORCZAK, 2008; ATOUI et al., 2005). Entretanto, vários destes estudos 

utilizam diferentes solventes na extração destes compostos e, como conseqüência pouco se 

sabe ainda sobre o potencial antioxidante de infusões sobre a saúde humana (KATALINIC 

et al., 2006; ATOUI et al., 2005; TRIANTAPHYLLOU et al., 2001).  

Em virtude do crescente interesse nos efeitos benéficos dos chás, foram publicados na 

China aproximadamente 700 trabalhos de chás em quase 300 revistas, em cerca de duas 

décadas. Dentre os estudos recentes sobre a avaliação da atividade antioxidante, bem como 



19 

 

os compostos fenólicos bioativos, destacam-se as infusões de chá verde (Camellia 

sinensis), chá preto (Camellia sinensis), hortelã (Mentha sylvestris), camomila (Matricaria 

chamomilla), erva-cidreira (Hedyosmum brasiliense martius), mate (Ilex paraguariensis), 

funcho (Foeniculum vulgare) e capim-limão (Cymbopogon citratus). Esses trabalhos 

demonstram a grande importância de se analisar a composição fenólica e atividade 

antioxidante na forma como a infusão é obtida, diferentemente dos estudos realizados no 

passado, onde os compostos químicos eram extraídos até a exaustão com o uso de solventes 

orgânicos (AOSHIMA et al., 2007; KATALINIC et al., 2006; ATOUI et al., 2005; 

IVANOVA et al., 2005).  

Plantas (frutas, legumes, ervas medicinais, etc.) são fontes de compostos bioativos 

com atividade antioxidante e podem conter uma grande variedade de moléculas capazes de 

seqüestrar radicais livres, dentre estes estão os compostos fenólicos (ácidos fenólicos, 

flavonóides, quinonas, cumarinas, lignanas, estilbenos, taninos), alguns compostos 

nitrogenados (alcalóides, aminas, betalaínas), vitaminas, terpenóides (incluindo 

carotenóides), e alguns outros metabolitos endógenos (CAI et al., 2003; ZHENG & 

WANG, 2001; VELIOGLU et al., 1998; COTELLE et al., 1996). Estudos epidemiológicos 

têm mostrado que muitos destes compostos antioxidantes atuam como anti-inflamatórios, 

antiateroscleróticos, antitumorais, antimutagênicos, anticarcinogênicos, antibacterianos ou 

antivirais (SALA et al., 2002; OWEN et al., 2000). A ingestão de antioxidantes naturais 

tem sido associado com menor risco de doenças cardiovasculares, diabetes e outras doenças 

associadas ao envelhecimento (SUN et al., 2002; YANG et al., 2001; KUO, 1997; 

MCLARTY, 1997; HERTOG et al., 1995).  

É importante salientar que apenas a identificação e a quantificação destes compostos 

não são parâmetros suficientes para avaliar o quanto um alimento ou composto é benéfico à 

saúde. Cabe ressaltar que a análise de compostos isolados também não é suficiente na 

verificação do potencial antioxidante de um alimento, uma vez que tais compostos nunca 

estão sozinhos e pode haver reações sinérgicas ou antagônicas entre eles. Assim, a 

verificação destas interações também é importante, bem como a verificação da capacidade 

antioxidante do alimento como um todo (IACOPINI et al., 2008). 
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Para que os benefícios do consumo do chá sejam máximos, são necessários estudos 

que assegurem as melhores formas de preparo da bebida, garantindo maior extração e 

estabilidade dos compostos bioativos (NISHIYAMA et al., 2010). 

 

1.4. Métodos utilizados para análises de compostos fenólicos 

 

A determinação dos níveis de compostos fenólicos totais em tecidos vegetais é a 

etapa inicial de qualquer investigação de funcionalidade fisiológica. A capacidade redutora 

desses compostos pode ser uma das propriedades utilizadas para nortear a quantificação 

inicial, porém, em tecidos vegetais, a presença de carboidratos e outros interferentes com as 

mesmas característica requer metodologias confiáveis para tais avaliações (ANTOLOVICH 

et al., 2000). 

Diversos pesquisadores têm trabalhado na separação, identificação, quantificação e 

utilização dos compostos fenólicos em alimentos, enfrentando uma série de dificuldades, 

devido a diversidade de substâncias (fenóis simples, ácidos fenólicos, cumárinas, 

flavonóides, taninos e ligninas), a grande polaridade e reatividade, e a susceptibilidade à 

ação de enzimas (SOARES, 2002). 

 

1.4.1. Extração 

A extração é uma das etapas mais importantes no processo da análise como um todo, 

e vários métodos são referidos na literatura para extração desses compostos. As técnicas 

mais utilizadas na literatura são a extração líquido-líquido (LLE) ou extração sólido-líquido 

(SLE), para o caso de matrizes sólidas, e a extração em fase sólida (SPE). A extração mais 

empregada para compostos fenólicos em ervas é a aquosa, e se dá por infusão das folhas, 

sendo variáveis desta etapa a temperatura e o tempo de infusão. A temperatura mais 

comumente utilizada em extração aquosa é de 98 ± 2 ºC, através da infusão ou fervura por 

alguns minutos (LIMA et al., 2004; TURA & ROBARDS, 2002). No entanto quando o 

objetivo do trabalho é a avaliação quantitativa do teor dos compostos fenólicos nas folhas e 

não nos chás como consumidos pelo homem, os solventes de extração são os orgânicos e 
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não a água (MATSUBARA & RODRIGUEZ-AMAYA, 2006). A Tabela 1 mostra várias 

metodologias utilizadas para extração de compostos fenólicos em vegetais.  

 

Tabela 1. Técnicas de extração de compostos fenólicos. 

Solução 
extratora 

Tempo 
de 

extração 

Temperatura 
de extração Outras informações Referência 

Etanol 6h - 
Soxleht seguido por purificação em 

coluna cromatográfica de sílica e 
carvão ativado (1:0,5) 

FURLONG et 
al., 2003 

Etanol e água 
(50%) 

2h 45 °C 
Sem agitação, filtração e 

concentração em rota evaporador 
POMPEU et al., 

2009 

Metanol - ambiente 
Agitação magnética partição com 

hexano e clarificação com hidróxido 
de bário e sulfato de zinco 

FURLONG et 
al., 2003 

Acetona e água 
(50%, 75% e 

100%) 
overnight 4-10  °C - 

YILMAZ & 
TOLEDO 2006 

Metanol, água e 
ác. Acético 

(80:19,5: 0,5) 
30min 4 °C Centrifugação 

ANDRÉ et al., 
2009 

Éter etílico 1h Ambiente 
Agitação magnética e filtração a 

vácuo 
BROINIZI et 

al., 2007 

Metanol 100% 12h Ambiente Agitação magnética AO et al., 2007 

Etanol e água 
(50%) 

2h 50 °C 
Sem agitação, no escuro, foi filtrada 

concentrada em rota evaporador. 
POMPEU et al., 

2007 

Água 1h 80 °C Agitação em banho-maria 
TAWAHA et 

al., 2007 

Metanol 80% 3h 37 °C agitação 
TAWAHA et 

al., 2007 
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1.4.2.  Hidrólise 

A determinação quantitativa de flavonóides glicosilados em materiais vegetais se 

torna bastante difícil, devido ao seu grande número. Portanto, os glicosídeos são 

normalmente hidrolisados nas agliconas correspondentes, e que podem a partir de então 

serem identificadas e quantificadas. 

Métodos para a hidrólise ácida de flavonóides a partir de vegetais e frutos foram 

publicadas por Hertog et al. (1992b), e por Hakkinen, et al. (1998). Normalmente, a 

hidrólise de glicosídeos flavonóides exige concentrações relativamente elevadas (1-2 

mol/L-1) de minerais ácidos em condições de refluxo. Todavia, as condições para realização 

da hidrólise desses glicosídeos podem ser rigorosas para alguns dos compostos presentes na 

planta, como as catequinas, por exemplo, são miricetinas degradadas parcialmente 

(MERKEN & BEECHER, 2000; HAKKINEN et al., 1998; HERTOG et al., 1992).  

Dessa forma, estudos devem ser realizados e avaliados de acordo com cada matéria-

prima empregada, a fim de desenvolver os melhores procedimentos e condições de 

preparação e hidrólise das amostras para a formação de agliconas de flavonóides, sem 

degradar as agliconas (NUUTILA et al., 2002). 

 

1.4.3. Métodos químicos e instrumentais 

As análises de compostos fenólicos totais pode ser realizada por métodos 

colorimétricos e enzimáticos. No entanto, grande parte dos trabalhos determina o teor de 

fenólicos em chás por métodos colorimétricos com o reagente Folin-Ciocalteu. Utilizando o 

ácido gálico como padrão de referência, o método baseia-se em uma reação de óxido-

redução, na qual o íon fenolato é oxidado em meio alcalino, enquanto reduz o complexo 

fosfotúngstico-fosfomolíbdico no reagente para uma solução azul (o cromóforo), que 

absorve fortemente a 760 nm. O preparo do reagente de Folin-Denis é bastante simples e 

este é o método mais comumente utilizado para doseamento de fenóis totais. Os resultados 

são expressos em mg de ácido gálico equivalente por g de peso seco (mg EAG/g) 

(ASSOLINI et al., 2006; SINGLETON et al., 1999 ) 

Vários métodos são utilizados para a determinação dos compostos fenólicos 

majoritários em produtos naturais, no entanto, é de significativa importância que sejam 



23 

 

desenvolvidos métodos capazes de determinar, simultaneamente, uma grande gama de 

compostos, com rapidez, custos relativamente baixos e com resultados de qualidade 

(AGOSTINI E GODOY, 1997). Seguindo esse objetivo, diversos procedimentos já foram 

otimizados para identificar e quantificar flavonóides em alimentos, incluindo 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), Cromatografia Gasosa (CG), 

Eletroforese Capilar (EC) e Eletrocromatografia Capilar (CEC) (MOLNÁR-PERL E 

FÜZFAI, 2005). Essas técnicas são de extrema importância na separação, na identificação e 

na quantificação dos polifenólicos (STALIKAS, 2007).  

Entre as técnicas cromatográficas para determinação de constituintes fenólicos 

biologicamente ativos, a mais utilizada com essa finalidade é o método por CLAE em fase 

reversa com eluição por gradiente. Quanto a identificação dos compostos, é muito comum 

utilizar a detecção por espectrofotometria de absorção na região UV-visível. Neste caso, a 

identificação é feita por comparação dos tempos de retenção e dos perfis de espectros de 

absorção obtidos de padrões isolados. No entanto, a forma mais conclusiva de identificação 

é a utilização de técnicas, como a espectrometria de massas e ressonância magnética 

nuclear (BUIARELLI et al., 1995; KOO et al., 2000; LOPEZ et al., 2001). Normalmente, 

os flavonóides são os de maior ocorrência em folhas, frutos e outras partes aéreas de 

vegetais, dentre alguns estão a quercetina, kaempferol e miricetina (KALLITHRAKA et al., 

2001; SCHIEBER et al., 2001; HÄKKINEN et al., 1999; PEREZ-MAGARIÑO et al., 

1999).  

A cromatografia em fase reversa é o modo mais popular em CLAE para compostos 

fenólicos. As colunas podem variar de 100 a 300 mm de comprimento e geralmente com um 

diâmetro de 4,6 milímetros interno. As colunas mais utilizadas são as colunas C18, os 

sistemas de eluição são geralmente binário com uma solução aquosa ácida, solvente polar, 

como o ácido acético, ácido perclórico, ácido fosfórico, ácido fórmico ou ácido orto-

fosfórico (solvente A) e um solvente orgânico polar como o metanol ou acetonitrila 

(solvente B) (FRANCISCO & RESURRECCION, 2009). 

A faixa de pH da fase móvel mais frequentemente utilizadas na CLAE para 

compostos fenólicos é baixa, entre 2 e 4. A corrida geralmente tem a duração de uma hora 
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no máximo, com equilíbrio entre as injeções (FRANCISCO & RESURRECCION, 2009; 

MERKEN & BEECHER, 2000). 

 

1.4.4. Metodologias para a determinação da atividade antioxidante in vitro. 

O crescente interesse pelos possíveis benefícios dos antioxidantes à saúde tem feito 

com que seja desenvolvida uma grande quantidade de métodos para determinar a atividade 

antioxidante dos extratos de alimentos. Com este objetivo foi planejada uma série de 

condições que deveria reunir um procedimento padrão de medida da atividade antioxidante 

in vitro, tais como: avaliar reações de transferência de elétrons e átomos de hidrogênios; 

medir reações químicas que de fato ocorram em reações potenciais, ou seja, assegurar que o 

substrato e o modo de induzir a oxidação sejam relevantes como fontes de danos 

oxidativos; ser um método simples e possuir um mecanismo e ponto final definido; ter uma 

boa reprodutibilidade; estar adaptado para o uso rotineiro de análises em grande escala; 

estar adaptado a medir antioxidantes hidrofílicos e lipofílicos; utilizar diferentes fontes de 

radicais e possuir uma instrumentação que seja disponível (PRIOR et al., 2005). 

No entanto, não há conhecimento de um método até a atualidade que reúna todas 

essas características e talvez seja quase impossível que se possa avaliar a atividade 

antioxidante de uma amostra por um método apenas ao invés da combinação de vários 

como é feito hoje. Isto ocorre devido os antioxidantes poderem exercer sua ação mediante 

diferentes mecanismos. Além disso, em um mesmo alimento pode haver misturas de 

diferentes antioxidantes com variados mecanismos de ação, ocorrendo reações sinérgicas e 

por isso, faz-se necessário a diversificação das análises para poder considerar os possíveis 

mecanismos de ação dos antioxidantes presentes (PRIOR et al., 2005; FRANKEL & 

MEYER, 2000). 

Outro aspecto importante a ser considerado na determinação da atividade 

antioxidante in vitro é que devido às multiplas modificações feitas em cada um dos 

métodos existentes, muitas vezes a comparação entre os resultados, ainda que 

correspondendo ao método de medida, deve ser efetuada com precaução. Isto é necessário, 

já que pode ter existido mudanças na manipulação, na temperatura do ensaio, na variedade 
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da amostra ou em suas condições de processamento, no modo de combinar as amostras com 

os reagentes (por exemplo: tempo de exposição dos compostos ativos aos reagentes, etc), 

na metodologia empregada na extração (modo de agitação da amostra, solvente, etc) 

(MUKHOPADHY et al., 2006; BOMPADRE et al., 2004). Na literatura, os resultados para 

um mesmo método são expressos de diversas formas dificultando assim a comparação dos 

resultados (VILLAÑO et al., 2005). 

Quanto à capacidade antioxidante está pode ser determinada por diversos métodos 

espectrofotométricos in vitro. Dentre eles, alguns são baseados na captura de radicais livres 

(ORAC, ABTS, DPPH), outros no poder de redução do metal ferro (FRAP) ou na 

quantificação de produtos formados durante a peroxidação de lipídios (TBARS, oxidação 

do LDL) (PAIXÃO et al., 2007). 

É importante selecionar e aplicar um método estável e rápido ao ensaio de atividade 

antioxidante, já que a determinação de grande quantidades de amostras é demorado. O 

método mais comum envolve a determinação do desaparecimento de radicais livres 

utilizando um espectrofotômetro, tais como 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) 

radical ácido (ABTS•) e 1,1-difenil-2- picrilhidrazil radical (DPPH•) (ANTOLOVICH et 

al., 2002).  

Dessa forma à atividade antioxidante de chás pode ser avaliada de maneira eficiente 

pelo método do DPPH• (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) criado por Brand-Williams et al. 

(1995), entretanto, modificado e melhorado nos últimos anos. É um dos mais utilizados 

entre os métodos químicos aplicados para determinar a capacidade de um composto em 

capturar radicais livres, por ser considerado prático, rápido e estável (IACOPINI et al., 

2008; CAI et al., 2004; ESPIN et al., 2000). Este método consiste na redução do radical 

DPPH•, quando este entra em contato com um composto capaz de doar um elétron ou 

átomo de hidrogênio, alterando a cor da solução metanólica de DPPH• de violeta para 

amarelo, de acordo com a reação expressa na Figura 3 (MILARDOVIĆ et al., 2006). A 

adição do antioxidante resulta em um decréscimo na absorbância proporcional a 

concentração e atividade antioxidante do composto (PAIXÃO et al., 2007). 
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Figura 3. Mecanismo de reação do DPPH• 

Para o sistema β-caroteno/ácido linoléico, a avaliação está relacionada a atividade de 

inibição dos radicais livres que são gerados durante a peroxidação do ácido linoléico 

(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Trata-se de um ensaio espectrofotométrico baseado na 

oxidação (descoloração) do β-Caroteno induzido pelos produtos da degradação oxidativa 

do ácido linoléico. A determinação é efetuada a 470 nm, na presença e na ausência de 

antioxidante.  
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RESUMO 

Chás são bebidas populares largamente consumidas no mundo, e fontes significativas de 

compostos fenólicos. O elevado potencial antioxidante desses compostos está 

correlacionado com efeitos benéficos a saúde, como a redução da ocorrência de doenças 

cardiovasculares e câncer, e ainda possuir outras atividades como antialérgica e anti-

inflamatória. No entanto, ainda são escassos os estudos sobre o teor de compostos fenólicos 

em chás de origem brasileira. Portanto, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar a 

atividade antioxidante in vitro (DPPH e sistema β-Caroteno/Ácido Linoléico) das infusões 

de folhas de algumas espécies, bem como avaliar o teor de compostos fenólicos totais 

(CFT) e flavonóides totais (FT) presentes, por espectrofotometria. As ervas utilizadas nesta 

pesquisa foram: Agirú (Chrysobalanus icaco), Açoita-cavalo (Luehea speciosa), Capim-

santo (Cymbopogon citratus), Erva-cidreira (Lippia alba), Graviola (Annona muricata), 

Jucá (Caesalpinia ferrea), Pata-de-vaca (Bauhinia forticata), Parirí (Arrabidaea chica) e 

Sacaca comum (Croton spp). Baseado nos resultados de CFT, as infusões que obtiveram os 

maiores resultados foram a de Jucá, que apresentou maior teor (721,08 mg EAG/g), seguida 

da L. speciosa (540,90 mg EAG/g) e a C. icaco (497,79 mg EAG/g). De acordo com os 

resultados de FT, L. alba (15,42 mg CE/g) apresentou o maior teor e C. citratus o menor 

(2,35 mgCE/ g). Em relação as análises de atividade antioxidante, a infusão de Jucá 

apresentou maior eficiência, sendo observado que as infusões que obtiveram resultados 

superiores de CFT, não apresentaram necessariamente resultados superiores para as 

análises de atividade antioxidante. Assim, os resultados obtidos dessa pesquisa, contribuem 

significativamente com novos dados para a literatura atual. 

 

 

 

 

Palavras-chave: Ervas; infusões; compostos fenólicos; antioxidantes. 
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ABSTRACT 

Teas are popular beverages widely consumed in the world, providing a significant source of 

phenolic compounds. The high antioxidant potential of these compounds is correlated with 

beneficial effects on health, such as reducing the occurrence of cardiovascular diseases and 

cancer, and still have other properties such as anti-allergic and anti-inflammatory activities. 

However, there are still few studies about the content of phenolic compounds in Brazilian 

teas. Therefore, the main objective of this study was to evaluate the in vitro antioxidant 

activity (DPPH and system β-carotene/linoleic acid) of leaves infusion of some species as 

well as the content of total phenolic compounds (TFC) and total flavonoids (FT) using 

spectrophotometry. The herbs assayed in this study were: Agirú (Chrysobalanus icaco), 

Açoita cavalo (Luehea speciosa), Capim-santo (Cymbopogon citratus),), Erva cidreira 

(Lippia alba), Graviola (Annona muricata), Juca (Caesalpinia ferrea), Pata-de-vaca 

(Bauhinia forticata), Parirí (Arrabidaea chica) and common Sacaca (Croton spp.) Based on 

results of TFC, the infusions that showed the highest content was Jucá (721,08 mg GAE.g–

1), followed by L. speciosa (540,90 mg GAE.g–1) and C. icaco (497.79 mg GAE.g–1). 

According to the FT results, L. alba and C. citratus had the highest and the lowest content, 

respectively (15,42 and 2,35 mg CE.g–1). For antioxidant activity analysis, Juca infusion 

showed  the highest efficiency, being observed that the infusions which obtained higher 

results for TFC not necessarily exhibited superior results for the antioxidant activity. Thus, 

the results of this research contribute significantly to provide new data for the current 

scientific literature. 

 

 

 

 

 

 

 

Keyword: Herbs; teas; phenolic compounds; antioxidants 
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1. INTRODUÇÃO 

A enorme biodiversidade da flora amazônica e a procura cada vez maior nos últimos 

anos por hábitos alimentares mais saudáveis despertou o interesse da comunidade científica 

em relação ao potencial de informações ecológicas, fisiológicas, bioquímica e genética que 

a região possui. Adicionalmente, é claro, da possibilidade de novas descobertas de produtos 

biológicos oriundos da Amazônia, já que fatores edafoclimáticos podem estar ligados a 

formação de um maior número de substancias ativas (OLIVEIRA, 2003).  

Muitas ervas utlizadas na região amazônica foram consideradas eficazes para 

algumas patologias já comprovadas científicamente através de vários estudos biológicos. 

No entanto, apenas um número muito pequeno deles avaliam o uso tradicional das infusões 

das folhas (HENNEBELLE et al., 2008; SILVA et al., 2007). 

Diversas ervas, infusões de ervas, assim como alguns legumes e frutas têm sido 

reconhecidos por apresentarem propriedades medicinais e por possuirem muitos efeitos 

benéficos à saúde, tais como atividade antioxidante, ação estimulante digestivo, anti-

inflamatórios, antibióticos, potencial antimutagênico, anticarcinogênico, entre outros. 

Os compostos fenólicos presentes nestes materiais vegetais estão intimamente 

associados a sua atividade antioxidante, efeito este que está principalmente ligado às suas 

propriedades redução-oxidação (também conhecido como reação redox), atuando por meio 

de vários mecanismos: atividade sequestradora de radicais livres, atividade de transição-

metal-quelante, e/ou capacidade de desativar o oxigênio singlete. Além disso, são 

conhecidos por desempenharem um papel importante na estabilização da peroxidação 

lipídica e inibir vários tipos de enzimas responsáveis pela oxidação no organismo. Estes 

mecanismos múltiplos do potencial antioxidante tornam o grupo dos compostos fenólicos 

um alvo interessante na busca de fitoquímicos benéficos à saúde (SHAN et al., 2005; 

SRINIVASAN, 2005; ZHENG et al., 2001). 

Em conseqüência das evidências sobre as propriedades dos compostos bioativos, 

acelerou-se a busca de princípios antioxidantes, levando ao aumento, nas últimas duas 

décadas, por pesquisas de identificação dos recursos naturais e isolamento de moléculas 

antioxidantes ativas (LEE et al., 2003; MODUN et al., 2003; TIWARI, 2001; LEE & 
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SHIBAMOTO, 2000; LANGLEY-EVANS, 2000; LIU & NG, 2000; KITTS et al., 2000; 

PIETTA, 2000; WANG & JIAO, 2000; HERTOG et al., 1995; HERTOG et al., 1993a).  

Dessa forma várias abordagens são apresentadas na literatura para a seleção de 

espécies vegetais, dentre elas, três tipos são alvos de investigações: randômica, 

quimiotaxionômica ou filogenética e a etnofarmacológica. Na randômica, a escolha da 

planta é feita sem qualquer critério, leva em consideração apenas à disponibilidade da 

planta; na quimiotaxionômica ou filogenética a seleção é feita a partir do conhecimento de 

uma dada classe química de substâncias em um gênero ou família de uma determinada 

espécie; e a etnofarmacológica, um dos tipos de seleção mais empregada, na qual a seleção 

da espécie é feita de acordo com uso e consumo evidenciado por um determinado grupo 

étnico (ARAUJO, et al., 2008; MACIEL et al., 2002). 

Os chás mais consumidos no mundo são o chá preto e verde, que são considerados 

ricos em compostos fenólicos. Entretanto, no Brasil o que mais se consome é na verdade 

uma variedade de infusões de ervas (KATALINIC et al., 2006; LANGLEY-EVANS, 2000; 

LIE & XIE, 2000; HERTOG et al., 1993b).  

Pesquisas têm demonstrado que o chá verde produzido no Brasil (especificamente no 

Estado de São Paulo), apresenta maior quantidade de compostos fenólicos quando 

comparado ao chá verde de outros países, e tal fato é atribuído as características do clima e 

do solo (NISHIYAMA et al., 2010; SAITO et al., 2007a, b). 

Algumas espécies provenientes da Região Amazônicas, já foram investigadas por 

Lizcano et al. (2010), Souza et al. (2008), Pompeu & Rogez (2009) e Silva et al. (2007), 

com relação ao seu conteúdo de compostos fenólicos e flavonóides totais, bem como as 

suas atividades antioxidantes presente nas folhas. Porém, esses estudos ainda são pequenos 

quando comparadas a enorme biodiversidade.  

Dessa forma, considerando o interesse cada vez maior na investigação das 

propriedades antioxidantes de infusões de ervas, especialmente aqueles tradicionalmente 

utilizadas na medicina popular brasileira, o objetivo do presente estudo foi avaliar o teor de 

compostos fenólicos totais (CFT), flavonóides totais (FT) e o potencial antioxidante total 

em nove infusões de ervas provenientes da região Amazônica (Chrysobalanus icaco, 
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Luehea speciosa, Cymbopogon citratus, Lippia alba, Annona muricata, Caesalpinia ferrea, 

Bauhinia forticata, Arrabidaea chica e Croton spp).  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Reagentes e equipamentos 

Metanol, grau cromatográfico, foi adquirido da J.T.Baker (Phillipsburg, USA) e o 

clorofórmio, grau analítico, da Alkimia. A água utilizada para o preparo das amostras foi 

purificada através do sistema Mili-Q (Billerica, USA). O reagente Folin Ciocalteau foi 

adquirido da Fluka e os reagentes DPPH• (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), β-caroteno, 

ácido linoléico e Tween 20 foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Os 

equipamentos utilizados foram espectrofotômetro (Marca – Pró-análise/ Modelo – UV-

1600), rota-evaporador (Marca – Fisatom/ modelo - 801). 

 

2.2. Amostras 

As amostras (folhas) utilizadas neste trabalho para obtenção do extrato aquoso foram 

fornecidas pela EMBRAPA – AMAZÔNIA ORIENTAL, Belém/ Pará, in natura. De cada 

espécie foram obtidos três (3) lotes, sendo cada lote adquirido a cada seis meses no período 

de 2009-2010, especificamente nos meses de julho/janeiro/julho.  

A coleta foi feita, evitando plantas com ataques de pragas e moléstias, as folhas 

adquiridas foram as mais próximas das extemidades (mais novas ou recém maduras) 

obtendo-se para cada espécie cerca de 100g de folhas. Cuidadosamente armazenadas em 

sacos de papel previamente identificados, o material foi descontaminado pela lavagem para 

retirada de possíveis sujidades. Em seguida, as folhas foram submetidas ao processo de 

secagem por 24 horas, em estufa com circulão de ar forçada regulada a uma temperatura de 

40 ºC, e posteriormente moídas. 
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2.2.1. Ervas 

As nove ervas utilizadas neste trabalho (Tabela 1) são de consumo e conhecimento 

popular da região Norte do Brasil. Somente as folhas que foram previamente secas e 

moídas foram utilizadas no preparo das infusões. 

 

Tabela 1- Espécies utilizadas no preparo das infusões. 

NOME POPULAR NOME CIÊNTÍFICO FAMÍLIA 

Agirú Chrysobalanus icaco Chryssobalanaceae 

Açoita cavalo Luehea speciosa Tiliaceae 

Capim-santo Cymbopogon citratus Poaceae 

Erva-cidreira Lippia alba Verbenaceae 

Graviola Annona muricata Annonaceae 

Jucá Caesalpinia ferrea Compositae 

Pata-de-vaca Bauhinia forticata Caesalpiniaceae 

Parirí Arrabidae chica Bignoniaceae 

Sacaca comum Croton spp Euphorbiaceae 

 

2.3. Preparo das infusões 

Após a trituração das folhas, 0,5 gramas de cada erva foram acrescidas de 25 mL de 

água destilada, a uma temperatura inicial de 98 ± 2 °C. Após a adição da água destilada, as 

infusões permaneceram a temperatura ambiente (25 ºC), sem adicional aquecimento, por 10 

minutos. Em seguida, os extratos foram filtrados em papel filtro (Whatman), transferidos 

para um balão volumétrico de 25 mL para serem devidamente aferidos e posteriormente 

armazenados em frascos de vidro âmbar com tampa selante, sob refrigeração a 4 ºC, até o 

momento de realização das análises. Cada amostra foi preparada em triplicata (VENDITTI, 

et al., 2010; MORAES-DE-SOUZA, 2007; CAI, et al., 2004; LIMA et al., 2004). 
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2.4. Avaliação de Compostos Fenólicos Totais 

A determinação dos compostos fenólicos totais (CFT) dos extratos foi realizada 

espectrofotometricamente de acordo com o método colorimétrico de Folin-Ciocalteau, 

utilizando ácido gálico como padrão (SINGLETON et al., 1999) e o resultado expresso em 

miligramas equivalentes de ácido gálico (EAG) por grama de amostra. Uma alíquota de 0,5 

mL dos extratos foi transferida para um tubo de ensaio, em seguida, foi adicionado 2,5 mL 

do reagente Folin-Ciocalteau, diluído em água destilada na proporção de 1:10 (v/v). A 

mistura foi agitada e deixada em repouso por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado 2 mL 

de carbonato de sódio 7,5% (m/v), com posterior agitação, e então os tubos foram deixados 

em repouso por duas horas, ao abrigo da luz para que ocorra a reação com formação do 

complexo de cor azulada. A absorbância foi medida a 740 nm em espectrofotômetro.  

 

2.5. Determinação de Flavonóides Totais 

A determinação dos flavonóides dos extratos foi realizada espectrofotometricamente 

de acordo com o método colorimétrico descrito por Zhishen et al. (1999), utilizando o 

flavonóide catequina como padrão. Uma alíquota de 1,0 mL dos extratos foi transferida 

para balões volumétricos de 10 mL, contendo 4 mL de água destilada. O mesmo 

procedimento foi realizado com o padrão para construir a curva de calibração em 7 (sete) 

concentrações diferentes (2,5 a 20 mg L-1). Em seguida foi adicionado 0,3 mL de AlCl3 

(10%) e após 6 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo de luz adicionou-se 2 mL de 

NaOH 1mol/L. Após a adição dos reagentes o balão foi aferido com água destilada, 

homogeneizado, e a leitura em espectrofotômetro realizada em 510 nm. Os resultados 

foram expressos em miligrama de equivalente de catequina (EC) por grama de erva. 

 

2.6. Determinação do potencial antioxidante in vitro. 

2.6.1. Capacidade antioxidante pelo radical livre DPPH• 

 

A atividade antioxidante foi determinada nos extratos aquosos obtidos (infusões) 

através da redução do radical DPPH• (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), de acordo com 

metodologia descrita por Scherer & Godoy (2009). O método demonstra a capacidade que 
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os antioxidantes presentes nas amostras têm em reduzir o radical livre DPPH•. O grau de 

descoloração indica a eficiência de eliminação de radicais livres das substâncias. No início 

da reação, o DPPH• apresenta uma coloração púrpura e após a complexação, essa 

tonalidade é perdida, passando para amarela (CHEEL, et al., 2005). A diferença de 

absorbância gerada com a perda de coloração do meio é a base da avaliação do potencial 

antioxidante por esta técnica. Para os extratos, os valores são apresentados como média ± 

desvio padrão de três determinações. O ácido gálico foi usado como composto de 

referência. Foi preparada uma solução de DPPH• a 0,039 mg.mL-1 em metanol para a 

análise (SCHERER & GODOY, 2009), devendo esta solução apresentar uma absorbância 

em 517 nm ao redor de 1,0. Em tubos de ensaios, foram adicionados 3,9 mL da solução do 

radical DPPH• seguidos pela adição de 0,1 mL das infusões. Após 90 minutos de reação, a 

temperatura ambiente, na ausência de luz, a absorbância foi determinada por 

espectrofotometria a 517 nm, sendo que para cada amostra de infusão foi realizado um teste 

em branco, com adição de água em substituição ao extrato. A determinação do potencial de 

inibição do DPPH•, foi expresso em termos de porcentagem de inibição (I%), por meio da 

Equação 1.  

 

                            I DPPH % = (Abs0-Absi)   x100                                          (EQ. 1) 

                                                          Abs0 

Onde Abs0 é a absorbância do branco (0,1 mL de água substituindo a amostra) e 

Absi é a absorbância da solução reativa contendo a amostra. 

Depois de se obter para cada amostra a curva de I DPPH % (que foi construida a 

partir de dez concentrações distintas dependendo da espécie) versus a concentração de 

amostra dentro do tubo com DPPH•, utilizou-se a equação do modelo gerado para encontrar 

o IC50 (mg/mL de infusão), ou seja, a concentração necessária de amostra para neutralizar 

50% dos radicais livres de DPPH• presentes no meio reativo. Com esse valor calculou-se o 

IAA (índice de atividade antioxidante), que é o parâmetro utilizado para classificar uma 
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amostra em relação ao seu potencial antioxidante. O cálculo pode ser visualizado na 

Equação 2 (SCHERER & GODOY, 2009). 

                    IAA = Concentração de DPPH• (µg/mL-1)                                  (EQ. 2) 

                                              IC50 (µg/mL-1) 

2.6.2. Capacidade Antioxidante pelo sistema β-caroteno/ Ácido linoléico 

 

O sistema β-Caroteno/ácido linoléico avalia a atividade de inibição de radicais livres 

gerados durante a peroxidação do ácido linoléico (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006), e foi 

baseado no método utilizado por Dastmalchi et al. (2008). Trata-se de um ensaio 

espectrofotométrico baseado na oxidação (descoloração) do β-Caroteno induzido pelos 

produtos da degradação oxidativa do ácido linoléico. Se um antioxidante é adicionado no 

meio, este reage competitivamente com o radical, inibindo consequentemente a reação do 

último com o  β-caroteno. Logo, o efeito antioxidante é medido, monitorando a velocidade 

de decaimento da absorbância a 470 nm, comprimento de onda típico do β-caroteno. 

Para o preparo da mistura reativa, foi adicionado em balão de fundo redondo para 

rota-evaporador 20 µL de ácido linoléico, 200 µL de Tween 20, 1 mg de β-caroteno, 

previamente diluído em clorofórmio (mg/mL). Posteriormente, a mistura foi submetida a 

completa evaporação do clorofórmio e a esta mistura isenta de clorofórmio, adicionou-se 

50 mL de água destilada e agitou-se vigorosamente. Após o preparo da mistura, adicionou-

se 6 mL da mesma em cada tubo contendo 0,5 mL da infusão (algumas amostras foram 

diluidas para assegurar que as leituras estivessem na faixa linear da curva padrão) e para o 

controle fez-se uso de água destilada. Após o preparo, mediu-se a absorbância (Abs 0) de 

todos os tubos, que deve sempre estar entre 0,6 e 0,7 em comprimento de 470 nm. O BHT 

(butil hidroxitolueno) foi utilizado como padrão de referência e os resultados foram 

expressos em mg BHT/mL de infusão. 

Os tubos foram incubados em banho-maria a 50º C por 2 horas, para acelerar as 

reações de oxidação e iniciar o descoramento do β-caroteno. As análises foram realizadas 

em triplicatas.  Para a construção da curva fez-se uso do ácido gálico como padrão de 
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referência sendo a solução de maior concentração de 1 mg/ml. Os resultados foram 

expressos como porcentagem de inibição da oxidação (I%), que foi calculada em relação ao 

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

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

oxidação (% I) através da Equação 3: 

 

                               
100*)

)(

)(
1((%)

1200

1200

controle

amostra

AbsAbs

AbsAbs
I

−
−

−=                                   (EQ. 3) 

 

2.7. Análise Estatística  

 

As determinações foram realizadas em triplicata e os resultados são médias de três 

experimentos independentes (n = 3). O tratamento estatístico dos dados foi realizado 

através da Análise de Variância (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de 

Tukey ao nível de 95% de confiância. Todas as análises estatísticas foram realizadas no 

software Statistica 7.0 (Statsoft, USA). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

3.1. Teor de compostos fenólicos e flavonóides totais nas infusõe 

O teor de compostos fenólicos totais nas infusões das ervas, bem como os de 

flavonóides totais estão resumidos na Tabela 2. Antes das medições para as respectivas 

análises, todos os extratos aquosos das nove espécies foram submetidos a uma varredura 

entre 200 e 800 nm, e foi observado uma banda de absorção entre 200 e 330 nm, que é 

característica de absorção de polifenóis (SILVA et al., 2007) . Deve-se ressaltar que estes 

resultados são estimativas do teor de fenólicos totais e teor de flavonóides totais em seus 

equivalentes químicos (ácido gálico e catequinas, respectivamente), já que diferentes 

compostos fenólicos contribuem de forma diferente para as leituras. 
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Tabela 2. Resultados obtidos do conteúdo, em base seca, de compostos fenólicos totais (CFT) e flavonóides totais (FT) para as 
diferentes espécies estudadas (em forma de infusão) em três lotes. 

ERVAS 

CFT (mg EAG/g)* FT (mg EC/g)* 

1º Lote 2º Lote 3º Lote MÉDIA 1º Lote 2ºLote 3ºLote MÉDIA 

C. icaco 526,22 ± 30,09a,C 508,42 ± 8,73a,C 457,74 ± 19,37ª,A 497,79 ± 35,53A 5,92 ± 0,12b,D 6,05 ± 0,19b,C,D 7,89 ± 0,33 ª,C 6,62 ± 1,00B,C 

L. speciosa 695,18 ± 44,12a,B 525,57 ± 4,46b,B 401,94 ± 3,64c,B 540,90 ± 147,21A 14,30 ± 0,27a,A 14,44 ± 0,77a,B 9,65 ± 0,23b,B 12,80 ± 5,14A,B 

C. citratus 24,00 ± 2,27ª,F 30,13 ± 0,26ª,D 27,01 ± 0,24ª,D 27,04 ± 3,03C 2,50 ± 0,06a,F 2,12 ± 0,17a,F 2,43 ± 0,03a,E 2,35 ± 0,20C,D 

L. alba 115,23 ± 9,75ª,D,E 134,23 ± 1,55ª,C 145,66 ± 3,65ª,C 131,70 ± 15,37B,C 9,41 ± 0,34c,C 20,84 ± 0,26a,A 16,01 ± 0,66b,A 15,42 ± 5,14A 

A. muricata 170,69 ± 8,54ª,E 159,17 ± 0,90ª,C 147,80 ± 3,17ª,C 159,22 ± 11,44B,C 4,82 ± 0,09b,D,E 5,50 ± 0,00a,b,D 6,56 ± 0,19a,D 5,63 ± 0,82B,C 

C. ferrea 788,63 ± 42,75a,A 778,70 ± 5,88ª,A 595,91 ± 8,16b,A 721,08 ± 108,51A 4,03 ± 0,86a,E 4,06 ± 0,17a,E 3,29 ± 0,15a,E 3,79 ± 0,40C,D 

B. forticata 189,88 ± 2,04a,D,E 84,31 ± 1,97b,C,D 72,49 ± 0,78b,C,D 115,58 ± 64,63B,C 11,53 ± 0,33a,B 7,04 ± 0,21b,C 2,46 ± 0,22c,E 7,01 ± 4,08A,B,C 

A. chica 194,10 ±11,39b,D,E 181,11 ± 4,19b,C 425,61 ± 10,15ª,A 266,94 ± 137,57B 14,15 ± 0,03a,A 5,91 ± 0,01c,C 8,78 ±0,08b,B,C 9,61 ± 3,74A,B,C 

Croton spp  127,05 ±1,55a,D,E 134,53 ± 1,64ª,C 115,64 ± 1,26ª,C 125,74 ± 9,51B,C 0,50 ± 0,11a,G 0,28 ± 0,00a,G,Q 0,54 ± 0,05a,F 0,44 ± 0,13D 

*Valores representam a média de triplicata ± o desvio padrão, seguidas de letras diferentes, minúsculas nas linhas e maiúsculas nas colunas, diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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A Tabela de CFT e FT, mostra os resultados obtidos para cada lote, nas diferentes 

épocas de colheita, bem como a variação existente tanto entre os lotes (para algumas das 

espécies) como entre as espécies de ervas estudadas, o que explica os desvios relativamente 

alto obtidos para a média, fato este que pode está relacionado ao período de colheita das 

folhas ou até mesmo ao estágio de crescimento da planta, dentre outros vários fatores 

metabólicos de cada planta envolvida, entretanto, as maiores diferenças encontradas foram 

entre as espécies, destacando-se a espécie C. férrea. para fenólicos e L. speciosa, para 

flavonóides. 

Os valores médios de compostos fenólicos totais variaram de 27,04 a 721,08 mg 

EAG/g e os flavonóides totais de 0,44 a 12,80 mg EC/g. As infusões que apresentaram os 

maiores níveis de fenóis totais foram as infusões obtidas através da espécie C. férrea 

(721,08 mg EAG/g) e C. icaco (497,79 mg EAG/g). Os demais extratos aquosos 

apresentaram resultados inferiores a 540 mg EAC/g. As infusões que apresentaram o maior 

teor de compostos fenólicos totais, não necessariamente apresentaram o maior teor de 

flavonóides totais, isso se deve ao fato de a análise de flavonóides totais restringir outras 

classes, principalmente a dos ácidos fenólicos. 

Mesmo aquelas que apresentaram resultados de fenólicos totais, mais próximos, 

como é o caso das infusões de C. icaco e L. speciosa, não apresentaram resultados 

semelhantes para flavonóides. A proporção de flavonóides totais variou consideravelmente, 

dentre as espécies estudadas, tendo em vista que a infusão que apresentou o maior teor de 

flavonóides foi a L. alba (15,42 mg EC/g), espécie esta que apresentou valor intermediário 

de compostos fenólicos totais, se comparada as demais infusões. 

Dados sobre o perfil dos compostos fenólicos bem como o de flavonóides em 

infusões nestas plantas ainda são escassos na literatura. No entanto, para a infusão 

Cymbopogon citratus, os resultados obtidos nesse experimento para (CFT), apresentaram 

valores superiores (27,04 mg EAG/g), quando comparados aos obtidos por Lima & Melo 

(2005), (16,29 mg equivalente de catequina/g) após 10 minutos de infusão, utilizando 

catequina ao invés de ácido gálico. Essa variação pode ser explicada tanto pela escolha de 

diferentes padrões de referência para correlação com os resultados em cada pesquisa, ou 

ainda, devido ao fato de as espécies estudadas serem provenientes de diferentes regiões.  
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Para a A. muricata, obteve-se para fenólicos resultados de 0,30 mg EAG/mL, valores 

estes próximos aos encontrados para os extratos em acetato de etila obtidos por Aruoma 

(2003), de 0,14 mg EAG/mL, este fato pode ser explicado devido aos compostos serem 

possívelmente mais polares.  

Para a infusão da Arrabidae chica, Silva et al. (2007), obtiveram para compostos 

fenólicos totais e flavonóides, respectivamente, em um extrato misto de (metanol; água; 

etanol; água destilada; e ácido clorídrico), o teor de 10,2 mg EAG/g e 0,06 mg EC/g, 

respectivamente. No presente trabalho, os resultados obtidos foram de 159,22 mg EAG/ge 

5,60 mg EC/g. Apesar do referido autor ter realizado extração exaustiva, os resultados não 

foram superiores aos encontrados neste trabalho. Tal fato pode estar relacionado com a 

condição inicial das ervas analisadas, uma vez que o autor utilizou matéria-prima fresca 

(resultado em base úmida), e neste trabalho foram utilizadas ervas secas, o que pode ter 

resultado na concentração destes compostos, tanto para compostos fenólicos totais como 

para flavonóides. O mesmo ocorreu para a espécie Bauhinia forficata, que apresentou teor 

de 16,6 mg EAG/g para compostos fenólicos totais e 3,25 mg CE/g para flavonóides totais 

(SILVA et al., 2007), valores estes também inferiores aos obtidos neste trabalho.  

 

3.2. Atividade antioxidante 

3.2.1. Sequestro do radical DPPH• 

Um levantamento na literatura revelou que não há muitos estudos sobre o potencial 

antioxidante, na forma que essas infusões de plantas são consumidas, sendo que os já 

existentes normalmente trabalham com concentrações superiores ao que normalmente se 

consome, podendo apresentar resultados discrepantes aos analizados na presente pesquisa. 

Para a determinação do IC50, é muito importante que seja realizado uma curva em 

escala linear para cada extrato. Portanto, para todas as amostras foi realizada uma curva 

com dez pontos distintos, onde a concentração variou de acordo com o tipo de amostra e 

obteve-se para todas as amostras um r² > 0,99, no intuito de além de se obter o IC50, avaliar 

a linearidade de cada um, e a partir dele (IC50) obter o valor do IAA (Índice de Atividade 

Antioxidante). Assim como para as análises de fenólicos e flavonóides totais os resultados 

obtidos para as análises de atividade antioxidante estão divididas em lotes (Tabela 3) e por 

último o resultado da média geral obtida por cada amostra. 
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Tabela 3. Habilidade de infusões de ervas amazônicas no seqüestro do radical DPPH•. 

ERVAS 

IC50 (µg/mL) IAA 

1º Lote 2º Lote 3º Lote MG 1º Lote 2º Lote 3ºLote MG 

C. icaco 66,40 ± 1,52ª,B
 69,10 ± 2,22ª,D

 75,31 ± 6,63ª,D
 70,27 ± 4,57D,E 0,59 ± 0,01 0,57 ± 0,02 0,52 ± 0,05 0,56 ± 0,03 

L. speciosa 107,74 ± 10,94ª,B
 105,19 ± 6,80ª,D

 140,39 ± 14,69ª,D
 117,77 ± 19,63D,E 0,36 ± 0,04 0,37 ± 0,02 0,28 ± 0,03 0,34 ± 0,03 

C. citratus 438,02 ± 45,23ª,A,D
 495,43 ± 48,88ª,A,C

 574,13 ± 36,59ª,A,C
 502,53 ± 68,33A 0,09 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,07 ± 0,00 0,08 ± 0,01 

L. alba 188,60 ± 16,12ª,B,D
 114,48 ± 7,47ª,B,D

 164,26 ± 1,18ª,D
 155,78 ± 37,78D,E 0,21 ± 0,02 0,34 ± 0,02 0,24 ± 0,00 0,26 ± 0,01 

A. muricata 426,85 ± 27,97ª,A,C,D
 210,73 ± 15,17ª,A,C,D

 322,91 ± 13,53ª,C,D
 320,16 ± 108,09B,C 0,09 ± 0,01 0,19 ± 0,01 0,12 ± 0,01 0,13 ± 0,01 

C. ferrea 42,24 ± 3,64ª,B
 47,85 ± 3,04ª,D

 50,00 ± 0,02
a,B,D

 46,70 ± 4,01E 0,93 ± 0,08 0,82 ± 0,05 0,08 ± 0,00 0,61 ± 0,04 

B. forticata 135,64 ± 7,97ª,B,C
 285,68 ± 20,05ª,A,C,D

 210,66 ± 0,02ª,B,D
 210,66 ± 75,02C,D 0,29 ± 0,02 0,14 ± 0,01 0,19 ±0,00 0,20 ± 0,01 

A. chica 328,03 ± 7,82ª,B,C
 402,56 ± 40,71ª,A,B

 474,69 ± 35,80ª,A,B,C
 401,76 ± 73,33A,B 0,12 ± 0,00 0,10 ± 0,01 0,08 ±0,01 0,10 ± 0,01 

Croton spp  na* na* na* na* na* na* na* na* 

*Valores representam a média de triplicata ± o desvio padrão, seguidas de letras diferentes, minúsculas nas linhas e maiúsculas nas colunas, diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. IC50 = concentração de antioxidante necessária para que ocorra a redução de 50% do radical 
no meio testado. IAA (índice de atividade antioxidante). *na= não apresentou atividade. 
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Há uma dificuldade na comparação do potencial antioxidante de diferentes extratos, 

devido as diversas formas que os resultados são apresentados na literatura (SHARMA & 

BHAT, 2009). O índice de DPPH• (I%) só mostra a capacidade do extrato em uma 

concentração fixa utilizada, em reduzir ou não os radicais DPPH•, onde em muitos casos, 

aumentando-se a concentração do extrato, o %I é aumentado. Quanto ao IC50, este mostra a 

concentração de extrato necessária para diminuir a concentração inicial de DPPH• em 50%, 

no entanto, usando concentrações de DPPH• diferentes, como é o caso das referências 

encontradas na literatura, os resultados são diferentes para a mesma amostra. Assim, o IAA 

relaciona a concentração de DPPH• utilizado no ensaio com o IC50 da amostra, resultando 

em um dado constante para cada composto ou extrato da planta, uma vez que 

procedimentos de extração ou diferentes locais de obtenção de amostras, podem apresentar 

resultados diferentes (SCHERER & GODOY, 2009). Porém, esta metodologia foi 

inicialmente empregada para extratos metálicos.  

O índice de DPPH• (IAA) do ácido gálico encontrado foi 23 µg/mL, inferior ao 

relatado na literatura por Scherer & Godoy (2009). No entanto, tal diferença pode ser 

justificada pelo uso de um solvente diferente ao utilizado pelos autores (metanol). A água 

foi escolhida como solvente de solubilização do ácido gálico para possibilitar a comparação 

com as amostras de ervas, extraídas com água, semelhante ao processo convencional de 

preparo de infusões. 

As amostras analisadas variaram estatísticamente com relação ao IC50 ao nível de 

significancia de 95% em relação a média geral, valores esses que variaram entre 46,70 a 

502,53 µg/mL, onde a que apresentou menor resultado foi a C. ferrea, o que indica uma 

maior atividade antioxidante, já que, quanto menor o valor do IC50 maior será a sua 

atividade antioxidante.  

Com relação aos lotes não foram observados diferenças estatísticas ente os lotes 

estudados, o que mostra uma fator interessante, levando em consideração as épocas de 

colheita. As faixas de linearidade estudadas também foram boas, já que todas apresentaram 

um r2 acima de 0,99. 

Para a infusão da espécie Croton spp, não foi detectada atividade antioxidante perante 

o radical DPPH• na concentração testada (0,02 mg/mL). Consequentemente não foi 

possível obter os valores de IC50 e IAA, o que não significa que a Croton spp não possua 
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atividade antioxidante, mas que pelo método aplicado não apresentou atividade, o que pode 

ser diferente se um outro método for aplicado, como foi o caso do sistema β-caroteno/ácido 

linoléico que veremos a seguir. 

A L. alba, é considerada eficaz para algumas patologias já comprovadas 

científicamente através de vários estudos biológicos. Entretanto, mesmo sendo uma das 

ervas mais citadas, em termos de consumo oral, em quase todo o Brasil, um número muito 

pequeno de estudos avaliam o seu uso tradicional, como é o caso das infusões das folhas 

(HENNEBELLE et al., 2008). Ramos et al. (2003), obtiveram para a L. alba, valores 

inferiores de IC50 se comparados ao encontrado nesta pesquisa, e possivelmente está 

relacionado ao tipo de solvente empregado (afinidade dos compostos), uma vez que os 

referidos autores obtiveram seus resultados a partir de extratos hidroalcólicos, outra 

possibilidade seria a diferença do local de origem da espécie (fatores edafoclimáticos).  

A A. muricata, vem nos últimos anos sendo alvo de investigações devido a sua 

possível ação anticarciogênica. Porém, os resultados obtidos pelo método de sequestro do 

radical DPPH• não foram elevados, o que não descarta sua possível ação, apenas que pelos 

métodos aplicados nas infusões, não obteve-se valores signifativamente superiores. É 

comum a relação da alta atividade antioxidante com possíveis atividades biológicas. 

Entretanto, as comprovações científicas sobre a atividade biológicas desempenhada para 

esta espécie em solvente aquoso ainda são escassas. No entanto, para solventes orgânicos, 

os extratos metanólicos e etanólicos de A. muricata apresentaram resultados positivos com 

relação ao potencial no uso como hipoglicemiante, e como uma fonte ativa de substâncias 

com atividades antinociceptiva e antiinflamatória (ADEYEMI, 2010; DE SOUSA, 2010). 

Cheel et al. (2005), obtiveram valores menores que os apresentados neste trabalho 

para a infusão de C. citratos, possivelmente devido a concentração de DPPH• utilizada pelo 

autor (três vezes maior). Dentre os resultados obtidos para as diferentes infusões, a C. 

citratos foi a que apresentou maior IC50, ou seja, a menor atividade antioxidante para inibir 

50% do radial DPPH•. Adeneye & Agbaje (2007), avaliaram a toxicidade oral aguda, bem 

com à ação hipoglicemiante do extrato aquoso da C. citratos, e os resultados indicaram 

baixa toxicidade e encontrou resultados posítivos na diminuição da glicemia. Entretanto, o 

autor questiona maiores avaliações farmacológicas para identificação e isolamento dos 
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princípios ativos hipoglicemiantes e hipolipemiantes na planta, bem como a elucidação dos 

seus mecanismos de ação. 

Para os resultados obtidos a partir da infusão de C. Ferrea, que foram os maiores 

quando relacionados aos demais, a mesma possui um número significativo de trabalhos 

científicos em relação aos seus efeitos biológicos. Entre eles os mais citados são; 

antitumoral, anticarcinogênico, antiinflamatório para patógenos orais e hipoglicemiante 

(SAMPAIO et al., 2009; NAKAMURA et al., 2002a; NAKAMURA et al., 2002b), 

informações estas que corroboram com os resultados aqui obtidos. Porém todos esses 

estudos sobre possíveis efeitos biológicos foram realizados com extratos obtidos a partir de 

solventes orgânicos o que não foi o caso da presente pesquisa para nenhuma das espécies 

estudadas. 

Scherer & Godoy (2009), estipularam o índice de IAA para compostos puros e não há 

definição para amostras alimentícea, mas foi aplicado para infusões com a intenção de 

auxiliar na comparação. Para esses autores, valores abaixo de 0,5 representam compostos 

com baixa capacidade antioxidante. Assim, os resultados obtidos neste estudo, mostraram 

que quase todas as amostras tiveram valores inferiores a 0,5, ou seja, baixa atividade 

antioxidante, fato já esperado em se tratando de amostras alimentícias, onde os compostos 

não estão puros. Entretanto, as infusões obtidas a partir das espécies C. icaco e C. ferrea 

apresentaram valores entre 0,5 e 1,0, que segundo o mesmo autor, apresentam moderada 

atividade antioxidante. 

De acordo com as Tabelas 2 e 3, onde tem-se os resultados, obtidos para fenólicos 

totais e atividade antioxidante em IC50, respectivamente, aplicou-se um teste de correlação, 

no qual, utilizou-se a média de cada espécie, e como resultado observou-se uma baixa 

correlação (r = 0,49). Porém, quando a correlação é feita entre fenólicos totais e o IAA uma 

relação maior é encontrada (r = 0,74). O que entende-se a partir do teste aplicado é que nem 

sempre os resultados obtidos para análise de atividade antioxidante seguirá necessariamente 

os valores obtidos para análise de fenólicos totais, podendo haver assim discordâncias entre 

os resultados. 

Infusões de ervas apresentam compostos fenólicos bastante diversos e complexos, 

apresentando compostos de lento, moderado e rápido comportamento cinético, e de 

diferentes habilidades em doar elétrons. Outro fator está na própria diluição dos compostos. 
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A diferença dos compostos fenólicos existentes faz com que diferentes concentrações de 

infusões tenham diferentes habilidades em sequestrar radicais (KULISIC et al., 2006). 

 

3.2.2. Sistema β-caroteno/ácido linoléico 

O sistema β-caroteno/ácido linoléico (BCAL) é constituido por uma emulsão, sendo 

considerado um sistema aquoso-lipídico, e é usualmente utlizado para se avaliar a atividade 

antioxidante de um extrato ou antioxidante isolado em inibir o processo de oxidação do 

sistema, avaliado em duas horas. Diferentemente do que ocorre no método DPPH•, os 

antioxidantes devem apresentar maior estabilidade para expressar maior atividade 

antioxidante. Na Tabela 4 estão apresentados os resultados divididos em lotes da atividade 

antioxidante das infusões das ervas, determinada pelo sistema BCAL.  

 

Tabela 4. Atividade antioxidante das infusões de ervas amazônicas pelo sistema β-
caroteno/ácido linoléico (BCAL). 

ERVAS 
BCAL (µg/mL)* 

1º Lote 2º Lote 3º Lote MG 

C. icaco 39,55 ± 1,34ª,B  44,15 ± 5,16b,B 47,22 ± 2,79ª,b,B 43,64 ± 4,38B 

L. speciosa 19,16 ± 1,10ª,D 21,40 ± 4,27ª,b,E 31,66 ± 1,50b,D,E 24,07 ± 6,08C,D 

C. citratus 8,87 ± 0,25ª,D 7,26 ± 0,53ª,C,D 9,08 ± 1,33ª,F 5,81 ± 0,62D 

L. alba 33,27 ± 4,41ª,C,D 26,97 ± 4,84ª,E 38,75 ± 1,81ª,B,D 33,00 ± 3,69B,C 

A. muricata 17,07 ± 1,72ª,D 19,44 ± 0,33ª,C,E 30,83 ± 5,16ª,D,E 22,44 ± 7,02C,D 

C. ferrea 89,27 ± 8,00a,A 113,17 ± 3,92ª,A 86,41 ± 5,05ª,A 93,29 ± 13,92A 

B. forticata 20,23 ± 1,80ª,D 22,54 ± 1,75ª,E 16,43 ± 1,19ª,C,F 20,12 ± 2,48C,D 

A. chica 16,37 ± 2,21ª,D 22,49 ± 0,36ª,E 27,26 ± 0,07ª,C,E 22,04 ± 0,88C,D 

Croton spp  8,05 ± 1,33ª,D 6,14 ± 1,12ª,D 9,67 ± 1,54ª,F 7,95 ± 1,89D 

*Valores representam a média de triplicata ± o desvio padrão, seguidas de letras diferentes, minúsculas nas 
linhas e maiúsculas nas colunas, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade 
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Com relação a este método, também foram poucos os trabalhos científicos 

relacionados as infusões das plantas estudadas na presente pesquisa o que dificultou a 

comparação com a literatura.  

A atividade antioxidante foi observada no extrato aquoso de todas as nove espécies 

analisadas, inclusive para a infusão de Croton spp (Tabela 4), que para a análise de 

potencial antioxidante DPPH•, não apresentou atividade. Os resultados variaram em relação 

a média geral, entre 5,81 a 93,29 µg BHT/mL. Sendo que os menores valores foram os 

obtidos pelas espécies C. citratus e C. Spp (5,81 e 7,95 µg BHT/mL, respectivamente), e o 

maior para a C. férrea (93,29 µg BHT/mL.). 

Com relação as diferenças estatísticas, entre os lotes estudados apenas as infusões 

provenientes das C. icaco e a L.speciosa, se diferenciaram estatísticamente com relação ao 

3º lote, as demais nenhuma apresentou diferença estatística. O que não ocorreu entre as 

ervas, já que a maior parte houve se diferenciou estatísticamente (p<0,05) dentre as 

espécies estudadas. Todos os resultados das infusões foram superiores aos obtidos para o 

BHT, onde para obter um resultado de 96,7% necessitou de uma concentração de 0,30 

mg/mL, enquanto que as infusões apresentavam uma concentração máxima de 0,01 mg/mL. 

Entretanto, a infusão da C. ferrea para enquadrar-se ao método necessitou ser diluida 3 

vezes, obtendo assim o maior resultado. A atividade antioxidante encontrada no extrato 

aquoso dessa espécie pode ser parcialmente atribuída ao seu maior teor de compostos 

fenólicos totais.  

A partir dos coeficientes de correlação para BCAL, obteve-se uma correlação de (r = 

0,67), obtidas a partir das médias dos resultados de CFT e BCAL. Porém, não significativa. 

Kähkönen et al. (1999), junto com Velioglu et al. (1998), também relataram que nenhuma 

correlação significativa foi encontrada entre o teor de fenólicos totais (Folin-Ciocalteu) e a 

atividade antioxidante (Sistema β-caroteno/ácido linoléico) de 120 extratos vegetais em 

nenhum dos subgrupos estudados. Estes autores comentam que diferentes compostos 

fenólicos apresentam diferentes respostas colorimétricas quando se utiliza o reagente de 

Folin-Ciocalteu. Da mesma forma que a resposta do potencial antioxidante dos compostos 

fenólicos a um substrato lipídico varia consideravelmente, dependendo da estrutura química 

e as condições de oxidação.  



Assim, a atividade an

teor de fenólicos totais, j

desempenhar um papel imp

isso, é muito difícil comp

complexos (AMAROWICZ

Na FIGURA 4 pode 

análise de atividade antioxi
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ntioxidante de um extrato não pode ser previs

já que além da composição fenólica, out

portante na atividade antioxidante de produto

parar a atividade antioxidante entre os com

Z et al., 2005).  

 ser visualisado a diferença entre os resultado

idante (média) em porcentagem.  

 métodos que avaliam a atividade antioxidante pelo m
CAL. (1) Jucá (C. férrea), (2) Agirú (C. icaco), (3) Erv
A. muricata), (6) Açoita-cavalo (L. speciosa), (7) Pata
santo (C. citratus). 

a, nem sempre as amostras que apresentaram

e avaliou a atividade antioxidante, necessar

es para outra metodologia. Isso porque, o

sado neste estudo envolvem mecanismos de

ndente encontrar diferenças entre as med

ios, uma vez que cada um tem um diferente 

e reação. Estudos realizados por Cai et al (20

valiaram quase 300 espécies diferentes, relat

3 4 5 6 7 8

ração entre os métodos antioxidantes
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m o melhor resultado 
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 mecanismo de ação 
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taram o mesmo fato 
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4. CONCLUSÃO 

Os resultados encontrados, mostraram que as infusões possuem atividades 

antioxidante para os dois métodos empregados, com excessão da infusão de C. Spp. que 

não apresentou atividade, na concentração utilizada, para o método de DPPH•. Os 

resultados obtidos a partir destes ensaios fornecem dados que podem tornar possível a 

classificação dos extratos com relação ao teor de compostos fenólicos e flavonóides totais, 

assim como seu potencial antioxidante.  

Através do presente estudo, pode-se observar que a atividade antioxidante nem 

sempre se correlacionou com a presença do maior teor de compostos fenólicos. Nesta 

investigação, o extrato aquoso obtido das a partir das folhas da C. ferrea foi a que se 

mostrou ter a maior atividade antioxidante bem como o maior teor de compostos fenólicos, 

quando comparada as outras infusões estudadas. Maiores investigações devem ser 

realizadas, no intuito, de caracterizar compostos antioxidantes nos extratos aquosos de 

folhas comumente consumidas, assim como seu modo de ação.  
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RESUMO 

O interesse em substâncias que possuem ação antioxidante frente a prevenção de doenças 

crônicas não transmissíveis, e o papel dos antioxidantes da alimentação na prevenção de 

doenças tem despertado o interesse da comunidade científica, aumentando 

significativamente os estudos relacionados às ervas consumidas no Brasil. Assim este 

trabalhou visou fornecer dados sobre o conteúdo de compostos fenólicos presentes nos 

extratos metanólicos das ervas: Agirú (Chrysobalanus icaco), Açoita-cavalo (Luehea 

speciosa) e Jucá (Caesalpinia ferrea). O Chá Verde comercial (Camellia sinensis) foi 

analisado para efeito comparativo. A identificação bem como a quantificação dos 

compostos fenólicos foi realizada atrávés da Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE), mas antes os extratos metanólicos foram hidrolisados, no intuito de facilitar a 

identificação. Os compostos fenólicos analisados no presente estudo foram o ácido gálico, 

(-)-epicatequina, (+)-catequina, miricetina, quercetina e rutina. O método foi submetido a 

processos de validação, mostrando boa linearidade e repetitividade dentro dos limites 

aceitáveis (< 10%). Os limites de detecção variaram entre 0,63 e 0,98 mg.L-1 e de 

quantificação entre 1,7 e 2,97 mg.L-1. Dentre os compostos que foram estudados, foram 

identificados e quantificados em mg/g nas amostras de Jucá (ácido gálico 0,59 e quercetina 

0,13), Agirú (ácido gálico 0,45, miricetina 0,78 e quercetina 0,14), Açoita-cavalo ((+)- 

catequina 1,20 e quercetina 0,14) e Chá verde (ácido gálico 0,24, (-)- epicatequina 2,44, 

(+)- catequina 0,68, miricetina 0,16 e quercetina 0,66). 
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ABSTRACT 

The interest in substances that have antioxidant action related with the prevention of 

chronic diseases, and the role of antioxidant in disease prevention has interested the 

scientific community increasing the studies related to the herbs consumed in Brazil. So, this 

work aimed to provide data about the content of phenolic compounds present in methanol 

extracts of Agirú (Chrysobalanus icaco), Açoita-cavalo (Luehea speciosa) and Jucá 

(Caesalpinia ferrea) herbs. Commercial green tea (Camellia sinensis) was analyzed for 

comparison. The identification and quantification of phenolic compounds was performed 

by High-Performance Liquid Chromatography (HPLC), but the methanol extracts were 

previously hydrolyzed in order to facilitate identification. The phenolic compounds 

analyzed in this study were gallic acid, (-)-epicatechin, (+)-catechin, myricetin, quercetin 

and rutin. The method was validated, showing good linearity and repeatability within 

acceptable limits (<10%). The detection limits ranged from 0,63 to 0,98 mg L-1 and 

quantitation limits were between 1,70 and 2,97 mg L-1. Among the studied compounds, it 

was possible to identify and quantify (mg g–1) some of them in the samples as follows: Jucá 

(0,59 of gallic acid and 0,13 of quercetin), Agirú (0,45 of gallic acid, 0,78 of quercetin and 

0,14 of myricetin) , Açoita-cavalo (1,20 of (+)-catechin and 0,14 of quercetin) and green 

tea (0,24 of gallic acid, 2,44 of (-)-epicatechin, 0,68 of (+)-catechin, 0,16 of myricetin and 

0,66 of quercetin). 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Phenolic compounds; antioxidants; herbs; HPLC 
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1. INTRODUÇÃO 

O Brasil é o país com maior potencial para pesquisa com espécies vegetais, pois 

detém a maior e mais rica biodiversidade do planeta, distribuída em seis biomas distintos e 

dentre eles está a Região Amazônica que possui um grande potencial a ser explorado como 

fornecedora de biocompostos com alta atividade antioxidante, em particular os compostos 

fenólicos. Estudos recentes mostram que a Amazônia possui um total de 33 mil espécies de 

plantas superiores e desse montante, cerca de 10 mil são portadoras de princípios ativos 

(INPA, 2009; NOLDIN et al., 2006; OLIVEIRA, 2003). 

No Brasil, especificamente na Região Amazônica existe uma grande variedade de 

comidas exóticas e de plantas medicinais com propriedades antioxidantes, cuja 

caracterização pode apresentar algum potencial para o desenvolvimento sustentável da 

região (SOUZA et al., 2008).  

Dentre estes compostos estão os compostos fenólicos, que se encontram amplamente 

distribuídos no reino vegetal, sendo conhecidos atualmente mais de 8.000 estruturas. São 

metabólitos secundários de plantas, que possuem um anel aromático com um ou mais 

substituintes hidroxílicos, incluindo seus grupos funcionais. Tais substâncias ocorrem 

naturalmente em frutas frescas, vegetais, nos chás e nos vinhos tintos e fazem parte integral 

da dieta humana (MANACH et al., 2004). 

A atividade antioxidante de frutas e hortaliças é principalmente relacionada com o 

seu conteúdo de fenólicos, carotenóides, vitaminas C e E. Entre estes antioxidantes, os 

compostos fenólicos constituem uma categoria ampla e complexa de compostos. Eles 

incluem flavonóides, o maior e mais estudado grupo de polifenóis. O interesse em 

flavonóides antioxidantes aumentou consideravelmente devido à sua elevada capacidade no 

sequestro de radicais livres, espécie altamente reativa associada à várias doenças crônico-

degenerativas. Esta propriedade tem sido evidenciada por um grande número de ensaios in 

vitro. (BENZIE, 2003; CADENAS & PACKER, 2002; NIJVELDT et al., 2001). Alguns 

estudos relatam, que os flavonóides inibem a peroxidação lipídica e oxidação do LDL. 

Além disso, dados experimentais, in vitro, sugerem que os flavonóides possuem 

propriedades anti-inflamatórias, anti-alérgicas, anti-virais e anticarcinogênicas (NIJVELDT 

et al., 2001). 
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Pesquisas biológicas vem sendo realizados em diversas matrizes vegetais de países 

em desenvolvimento, e como consequência um número cada vez maior de compostos vem 

sendo isolados e caracterizados estruturalmente, incluindo diversos derivados de 

flavonóides, tanto agliconas e glicosídeos, pertencentes a diferentes classes químicas 

(flavonas, flavanonas, flavonóis e dihidroflavonóis) (MONTORO et al., 2005; BRACA et 

al., 2003).  

A distribuição dos flavonóides nos vegetais depende de diversos fatores de acordo 

com a fila/ordem/família do vegetal, bem como da variação das espécies. Geralmente, 

flavonóides encontrados nas folhas podem ser diferentes daqueles presentes nas flores, nos 

galhos, raízes e frutos. O mesmo composto ainda pode apresentar diferentes concentrações 

dependendo do órgão vegetal em que se encontra (MACHADO et al., 2008).  

A extração destes compostos em material vegetal é influenciada pela sua natureza 

química, bem como a presença de substâncias interferentes, já que, extratos de material 

vegetal são sempre uma mistura de diferentes classes de compostos fenólicos que são 

solúveis no sistema de solvente utilizado. Em sua grande maioria o uso de uma solução 

hidroalcoólica parece oferecer resultados satisfatórios para este processo (SOUZA et al., 

2008; CHIRINOS et al., 2007; SILVA, et al., 2007; PERVA-UZUNALIC et al., 2006). 

Muitas técnicas colorimétricas são utilizadas como ferramentas de detecção “in 

vitro” da presença de compostos fenólicos, entretanto se faz importante caracterizar estes 

compostos de forma individual no alimento e para este fim, vários métodos analíticos são 

empregados, porém a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) é sem dúvida a 

técnica mais comumente utilizada, podendo estar acoplada a detectores como o de arranjo 

de diodos, o de fluorescência ou o de espectrometria de massas (GUERRERO et al., 2009; 

DOWNEY & ROCHFORT, 2008; KÖHLER et al., 2008; MCCALLUM et al., 2007; 

BRAVO et al., 2006; KALLITHRAKA et al., 2001; SCHIEBER et al., 2001; LEE, 2000; 

MERKEN & BEECHER, 2000; HÄKKINEN et al., 1999). 

É importante que o método seja abrangente, rápido e rico em informações espectrais, 

com a finalidade de identificação e quantificação, tudo isso em uma única corrida 

cromatográfica. Uma característica cada vez mais importante destes métodos é o 

arquivamento de dados que torna possível a comparação cruzada das amostras e padrões 

(HARNLY et al., 2007). Uma revisão mais detalhada de alguns dos métodos utilizados para 
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a determinação de compostos fenólicos em alimentos dos últimos anos é discutida por 

Harnly et al. (2007).  

Quanto a determinação quantitativa de flavonóides glicosídicos individuais é difícil 

porque a maioria dos compostos de referência não existe para aquisição comercial. Além 

disso, mais de 50 glicosídios diferentes para cada um dos flavonóides mais comuns já 

foram descritos. A hidrólise dos glicosídios para liberar as agliconas oferece um método 

mais prático para determinação dos flavonóides . 

O objetivo deste estudo foi adaptar um método de separação para avaliar o conteúdo 

de compostos fenólicos de três extratos metanólicos de plantas provenientes da Região 

Amazônica (Agirú (Chrysobalanus icaco), Açoita-cavalo (Luehea speciosa), Jucá 

(Caesalpinia ferrea), e para nível de comparação o mesmo foi feito com amostras de chá 

verde (Camellia sinensis) adquiridos no mercado local (Campinas – São Paulo).  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Padrõe e reagentes 

A acetonitrila de grau cromatográfico foi obtida da JT Baker (Phillipsburg, USA), o 

ácido orto-fosfórico, foi adquirido da marca MERCK. A água utilizada para o preparo das 

fases móveis foi purificada em sistema Milli-Q (Millipore Corporation). As fases móveis 

foram filtradas em filtros politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore, com poros de 0,45 �m 

de diâmetro. Os padrões de ácido gálico, (-)-epicatequina, (+)-catequina, rutina, miricetina 

e quercetina foram adquiridos da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA). Soluções estoque 

dos padrões foram preparadas pela dissolução de cada padrão em metanol grau 

cromatográfico, em concentração de 1000 �g/mL, conservadas a –18ºC e protegidas da luz.  

 

2.2. Amostras 

As amostras (folhas) utilizadas neste trabalho para obtenção do extrato metanólico 

foram fornecidas pela EMBRAPA – AMAZÔNIA ORIENTAL, Belém/ Pará, in natura, 

com excessão da amostra C. sinensis que foi obtida no comércio local, em forma de sachês, 

em três lotes de três marcas diferentes. Dentre as espécies coletadas, para cada uma foram 

obtidos três (3) lotes, sendo que cada lote foi adquirido em uma época diferente do ano 

(intervalo de 6 meses). As folhas assim obtidas foram então submetidas ao processo de 
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secagem em estufa com circulação de ar forçada (Novatécnica, modelo NT 513) a uma 

temperatura de 40 ºC, para posterior moagem. Para a etapa de identificação e quantificação 

os 3 lotes foram previamente homogeneizados a fim de se obter resultados mais 

representativos a respeito de cada amostra em questão. 

 

2.3. Extração das amostras 

A extração dos compostos fenólicos das folhas foi realizada de acordo com o método 

descrito por Perva-Uzunalic et al. (2006). Resumidamente, 20 mL de metanol: água (80:20) 

foi adicionado a um erlemeyer contendo 1 g de folhas secas e moídas. Para as amostras de 

C. sinensis, as mesmas foram removidas dos seus respectivos sachês, no intuito de 

promover as mesmas condições a todas. Os frascos então foram submetidos a agitação por 

3 horas, em temperatura ambiente e ao abrigo de luz, em seguida as amostras foram 

submetidas a filtragem a vácuo (papel filtro-Whatman). Os extratos foram então 

completados para um volume final de 25 mL, e assim foram armazenados em frascos 

ambar a -18 ºC. 

 

2.4. Hidrólise dos compostos fenólicos glicosídicos 

Antes da análise do perfil químico por cromatografia líquida de alta eficiência, foi 

realizada a hidrólise dos flavonóides glicosídicos. Para realização da hidrólise seguiu-se a 

metodologia descrita por Toyoda et al. (1997), onde primeiramente uma alíquota de 15 mL 

dos extratos metanólicos foram adicionados de 13 mL de metanol grau cromatográfico 

(com 1 g.L-1 butil-hidroxi-anisol), mais 12 mL de água destilada e, a esta mistura, 10 mL 

HCl 6M, obtendo-se assim uma solução final resultante, de metanol aquoso 50% (v/v) e 1,2 

mol.L-1 de HCl. A hidrólise procedeu em banho sob refluxo a 90 ºC por 30 minutos. Após 

este período, o extrato foi resfriado em banho de gelo e aferiu-se o volume com metanol em 

balão de 50 mL. Aproximadamente 3 mL do hidrolisado foi filtrado em filtro de 

politetrafluoretileno 0,45 �m (Millipore, EUA) para posterior injeção. 

 

2.5. Equipamentos e condições cromatográficas 

A análise dos compostos fenólicos dos extratos metanólicos foi realizada 

empregando-se cromatógrafo líquido de alta eficiência da marca Varian 1050 com injetor 
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manual, alça de amostragem de 20 µL e bomba ternária, acoplado a um detector de arranjo 

de diodos (UV-Vis) da marca Agilent G1315B. O equipamento foi operado à temperatura 

ambiente (25 ± 2°C) e os dados cromatográficos foram obtidos e processados pelo sistema 

ChemStation. A coluna cromatográfica utilizada foi do tipo fase reversa, C18 (250 mm x 4,5 

mm) da marca Waters, Spherisorb ODS e pré-coluna com o mesmo recheio e diâmetro da 

coluna. O método cromatográfico foi baseado em Matilla et al. (2000), com modificações. 

A fase móvel constituiu-se em Ácido orto-fosfórico a 1% em água (A) e Acetonitrila (B). O 

gradiente de eluição iniciou-se na proporção 90:10 em um fluxo de 0,5 mL.min-1. Essa 

condição manteve-se por 5 minutos, a partir de então, a concentração de “A” decresceu, até 

que em 40 minutos a proporção chegou 60:40, e em seguida aumentou, em 45 minutos, 

para 90:10, onde permaneceu até os 50 minutos, finalizando assim a corrida. A detecção de 

todos os compostos foi realizada a 210 nm, quanto a identificação dos compostos, esta 

baseou-se nos espectros obtidos nos tempos de retenção, comparados com os dos padrões 

injetados diariamente, e co-cromatografia com os padrões. 

 

2.6. Metodologia de Validação 

Para auxiliar na etapa de identificação dos compostos, foi realizada uma comparação 

entre a resposta da amostra extraída com a resposta de uma solução padrão. Os parâmetros 

de comparação foram os tempos de eluição, os espectros de absorbância e fortificação de 

amostras. Para avaliar a faixa linear de trabalho, foram construídas curvas de calibração 

para cada um dos padrões que foram diluídos em metanol. As concentrações empregadas 

foram entre 1 mg.L-1 e 14 mg.L-1, sendo que as curvas analíticas foram construídas pela 

injeção em triplicata de soluções padrões de trabalho. A repetitividade do método foi 

avaliada, utilizando padrão, em dois níveis de concentração (4 e 8 mg.L-1) em 10 injeções 

de cada nível (mesmo dia). A precisão intermediária foi avaliada comparando-se curvas 

analíticas feitas em três dias diferentes. Os limites de detecção (LD) e de quantificação 

(LQ) foram calculados como a mínima concentração correspondente, dividindo-se o desvio 

padrão pelo coeficiente angular da curva analítica, para cada um dos padrões. Esse 

resultado foi multiplicado por 3,3 para o LD e por 10 para obter o LQ (RIBANI et al., 

2004). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

Dados da literatura relacionados a identificação de compostos fenólicos majoritários 

presentes nos extratos das ervas da presente pesquisa não foram encontrados, assim a 

seleção de padrões foi realizada a partir dos resultados obtidos em pesquisas científicas, que 

empregaram extratos de ervas, principalmente as que incluem a Camellia sinensis, no 

intuito de selecionar os padrões empregados na CLAE para as amostras desta pesquisa. 

Dentre os compostos mais encontrados as catequinas são sem dúvida uma das mais 

abordadas em matrizes de ervas, principalmente para a C. sinensis. 

Para dar início ao processo experimental foi realizada a adaptação do método analítico e 

a avaliação da seletividade dos compostos fenólicos selecionados. 

Após todos os compostos estarem devidamente separados entre si no cromatograma 

(Figura 5), foi dado início a análise da faixa linear de trabalho, através da construção de 

curvas de calibração a partir das soluções estoques. As concentrações avaliadas ficaram 

entre 1 e 14 mg.L-1 (1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 mg.L-1), conferindo resultados satisfatórios, 

devido a obtenção do coeficiente de determinação (r2) acima de 0,99. Através desses 

resultados, foi possível calcular Limite Detecção e Limite de Quantificação para cada um 

dos compostos (TABELA 5).  

 

 

Figura 5: Perfil cromatográfico obtido através da análise dos padrões de (1) Ácido Gálico, (2) (-)-
Epicatequina, (3) (+)-Catequina, (4) Rutina, (5) miricetina e (6) Quercetina, em concentração de 10 
mg.L-1. As condições de análise estão descritas no item 2.5 do presente capítulo. 
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TABELA 5. Equações das curvas de calibração dos compostos fenólicos, coeficiente de 

correlação (r2), Limite de Detecção (LD) e Limite de Quantificação (LQ). 

Compostos 

Fenólicos 

Equações da Curva de 

Calibração 
r2 

LD 

(mg.L-1) 

LQ 

(mg.L-1) 

Ácido Gálico y = 165,17x + 43,021 r² = 0,9931 0,865 2,621 

Epicatequina y = 271,33x - 99,605 r² = 0,9932 0,980 2,970 

Catequina y = 279,79x - 29,657 r² = 0,9985 0,573 1,735 

Rutina y = 79,838x - 0,7881 r² = 0,9953 0,894 2,709 

Miricetina y = 240,89x - 40,074 r² = 0,9962 0,634 1,921 

Quercetina y = 160,91x - 64,262 r² = 0,994 0,821 2,487 

 

Após a determinação da faixa linear de trabalho, duas concentrações dentro da faixa 

foram escolhidas, com base em Ribani et al. (2004), para avaliar a repetitividade (4 e 8 

mg.L-1). Cada concentração foi injetada por 10 vezes consecutivas, o tempo de eluição e a 

área foram avaliados. Pode-se observar através da TABELA 6 e TABELA 7 que os 

desvios padrões relativos (DPR) para a concentração de 4 e 8 mg.L-1, resultantes da divisão 

de cada desvio padrão pela sua respectiva média, estão dentro de limites aceitáveis (< 10%) 

(RIBANI et al., 2004). 
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TABELA 6 Resultados da avaliação da repetitividade do método. Desvios padrões 

relativos (DPR) obtidos para a concentração 4 mg.L-1. 

Compostos 
Fenólicos 

 Tempo  Área 

Média* 
Desvio 
Padrão 

DPR 
(%) Média* 

Desvio 
Padrão 

DPR 
(%) 

Ácido Gálico 7,86 0,20 2,53 757 11,09 1,47 

Epicatequina 19,44 0,47 2,43 1057,37 48,65 4,60 

Catequina 23,43 0,38 1,60 1077,23 48,55 4,51 

Rutina 30,38 0,28 0,93 329,31 7,34 2,23 

Miricetina 36,20 0,44 1,22 906,50 37,56 4,14 

Quercetina 42,09 0,59 1,39 566,87 26,85 4,74 

* Média de dez injeções. 

 

Tabela 7. Resultados da avaliação da repetitividade do método. Desvios Padrões relativos 

obtidos para a concentração 8 mg.L-1. 

Compostos 
Fenólicos 

 Tempo  Área 

Média* Desvio 
Padrão 

DPR 
(%) 

Média* Desvio 
Padrão 

DPR 
(%) 

Ácido Gálico 7,72 0,34 4,40 1577,10 7,19 0,46 

Epicatequina 19,91 0,29 1,45 2091,17 107,16 5,12 

Catequina 23,00 0,38 1,60 2269,77 37,61 1,66 

Rutina 29,54 1,98 6,70 687,64 53,03 7,71 

Miricetina 36,58 0,52 1,42 1913,80 55,37 2,89 

Quercetina 42,63 0,86 2,02 1204,93 31,00 2,57 

* Média de dez injeções. 
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Após a obtenção dos dados da repetitividade, procedeu-se com os experimentos dos 

extratos metanólicos das ervas (C. sinensis, C. ferrea, C. icaco e L.speciosa) tendo como 

objetivo identificar e quantificar os compostos presentes nas amostras, entretanto, para tal 

foi realizado primeiramente uma hidrólise, no intuito, de liberar as agliconas e assim 

auxiliar o processo de identificação bem como a quantificação. A determinação quantitativa 

de flavonóides glicosídicos individuais é difícil porque a maioria dos compostos de 

referência não existe para aquisição comercial. Além disso, mais de 50 glicosídeos 

diferentes para cada um dos flavonóides mais comuns já foram descritos (HERTOG et al., 

1992a). A hidrólise dos glicosídios para liberar as agliconas oferece assim um método mais 

prático para determinação dos flavonóides. 

A identificação então foi realizada a partir dos cromatogramas obtidos de cada injeção, 

e os mesmos foram comparados aos espectros de absorção dos padrões e os seus 

respectivos tempo de retenção. Para confirmação dos compostos foi realizada uma co-

cromatografia. As concentrações dos produtos identificados foram calculadas a partir de 

curvas padrão obtidas com produtos comerciais cromatografados em condições idênticas. 

Os resultados obtidos dos extratos metanólicos hidrolisados encontram-se expressos na 

TABELA 9, a seguir: 

 

Tabela 9. Conteúdo de compostos fenólicos nos extrato metanólicos hidrolisados, 
analisados segundo as condições estabelecidas neste estudo. 

* Valores ± o desvio padrão. 

CF 

Identificados 

Concentração (mg/g)* 

C. sinensis C. ferrea C. icaco L. speciosa 

Ácido Gálico 0,24 ± 0,02 0,59 ± 0,05 0,45 ± 0,00 - 

Epicatequina 2,44 ± 0,08 - - - 

Catequina 0,69 ± 0,06 - - 1,20 ± 0,05 

Rutina - - - - 

Miricetina - - 0,78 ± 0,03 - 

Quercetina 0,66 ± 0,02 0,13 ± 0,01 0,14 ± 0,01 0,14 ± 0,01 
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Através dos resultados nota-se que, dos seis padrões utilizados no estudo, apenas a 

rutina  não foi encontrada em nenhuma das amostras, resultado pouco peculiar, quando se 

trata por exemplo da C. sinensis, porém o mesmo pode ser entendido devido este composto 

ser referido na literatura em quantidades muito pequenas quando comparados aos seus 

demais constituintes, e o fato de o limite de detecção e quantificação para este determinado 

composto, na presente pesquisa, ser relativamente alto, pode ter impossibilitado na sua 

detecção, outro fator relevante pode estar relacionado aos interferentes, que também podem 

ter impedido a sua detecção, devido os mesmo se apresetarem no mesmo tempo de eluição 

deste composto, além destes fatores, também pode ter ocorrido a hidrólise total da rutina, e 

a mesma ter sido quantificada como quercetina, já que quimicamente a quercetina é uma 

aglucona da rutina . A miricetina também não foi encontrada na C. sinensis, a sua detecção 

pode ter sido impossibilitada, devido a interferentes presentes no mesmo tempo de eluição 

do composto ou devido a hidrólise incompleta do mesmo. O cromatograma obtido para a 

amostra comercial da C. sinensis pode ser visualizado na FIGURA 6. 

 

Figura 6. Perfil cromatográfico obtido através da análise do extrato metanólico hidrolisado da C. sinensis. 
(1). Ácido Gálico, (2) (-)-Epicatequina, (3) (+)-Catequina e (6) Quercetina. As condições de análise estão 
descritas no item 2.5 do presente capítulo. 

 

Nota-se que dentre as amostras estudadas, a C. sinensis foi a que apresentou o maior 

número de compostos identificados e quantificados. Fato este esperado, já que as condições 

empregadas nas amostras eram as melhores, para esta erva, segundo a literatura, 
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principalmente no que diz respeito ao processo de hidrólise, que pode ter favorecido a C. 

sinensis em detrimento das demais.  

Levando em consideração que cada matriz pode reagir de forma diferente nesta etapa, 

Toyoda et al. (1997), avaliaram o processo de hidrólise em 27 espécies de ervas, entre elas 

a da C. sinensis, variando concentração de ácido (HCl) e tempo de aquecimento e 

verificaram que cada uma delas obteve um ponto ótimo distinto com relação essas duas 

variáveis, entretanto, foi na variável tempo que observou as maiores discrepancias de 

resultados (tempos variaram entre 5 minutos e 7 horas). Tais resultados podem estar 

aparentemente envolvido ao fato de algumas espécies apresentarem um número maior de 

compostos glicosilados que outras, o que acarretaria consequentemente em um tempo de 

hidrólise também maior, para obtenção das agliconas, e/ou devido a diferença de sítio de 

ligação desses açúcares a estes compostos. Logo, são necessários estudos mais 

aprofundados para estabelecer as melhores condições de hidrolise para cada erva em 

específico. 

Além disso, dependendo do tipo de açúcar ligado ao flavonóide, muitos parâmetros 

podem influenciar na eficiência da hidrólise como a composição de solventes, tempo de 

extração, concentração do ácido empregado, temperatura de extração entre outros, podendo 

ocorrer degradação ou mesmo hidrólise incompleta do glicosídio. Hertog et al. (1992b), 

definiram em seu estudo o uso do ácido clorídrico para hidrólise dos flavonóides, bem 

como maior eficiência da extração dos flavonóides com solução aquosa a 50% de metanol, 

porém o tempo iria variar de acordo com cada matriz. 

Dos resultados obtidos para a C. sinensis, os mesmos encontram-se em conformidade 

quando comparados a literatura, existindo em alguns casos variações, para um ou outro 

compostos, porém não significativas, e que provavelmente se dá devido a origem da 

amostra bem como o processo de extração empregado por cada autor como Zhao et al. 

(2010), Perva-Uzunalić et al. (2006), Liang et al. (2001), indicando assim, a eficiência das 

metodologias aqui empregadas. 

Para o extrato de C. ferrea obteve-se resultados pouco esperados, mesmo apresentando 

dentre as ervas estudadas (Capítulo 2), o maior teor para as análises aplicadas e obtendo 

valores superiores de ácido gálido quando comparado ao da C. sinensis. Porém, o fato de a 

hidrólise ter sido realizada nas condições comumente empregadas para a C. sinensis, pode 
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ter desfavorecido esta amostra devido ao tempo de hidrólise empregado, tanto para mais 

como para menos, isto é, ou degradando os compostos presentes ou aplicando tempo 

insuficiente para que as agliconas fossem totalmente liberadas (como pode ser visto na 

FIGURA 7) o que é o mais provável. Souza et al. (2010), em seus estudos sobre a C. ferrea 

encontrou valores alto de carboidratos em folhas e sementes desta espécie. Uma alternativa 

seria a otimização da hidrólise, bem como o emprego da espectrometria de massas para 

garantir a identificação mais aproximada dos demais compostos. 

É importante ressaltar que fatores abióticos naturais como a radiação solar, raios UV, 

períodos de seca ou chuva, nutrientes e estações do ano também influenciam no 

metabolismo e na produção destes compostos e ainda, fatores artificiais, como poluentes 

(DEGÁSPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004).  

Figura 7. Perfil cromatográfico obtido através da análise do extrato metanólico hidrolisado da C. ferrea. 
(1).Ácido Gálico; (6) Quercetina. As condições de análise estão descritas no item 2.5 do presente capítulo. 
  

Obteve-se dentre os compostos identificados e quantificados para a espécie C. icaco, a 

quercetina, porém o valor obtido para este determinado composto pode estar sendo sub ou 

super estimado, já que um dos interferentes presente na respectiva amostra apresentou-se 

em tempo de eluição muito próximo ao da quercetina, impossibilitando a integração precisa 

do pico como pode ser visto na Figura 8. 

Dentre as amostras empregadas, com excessão da C. sinensis, esta foi a que apresentou 

o melhor resultado, com relação ao método de hidrólise empregado, já que houve uma 
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considerável diminuição na linha de base quando comparado ao mesmo extrato não 

hidrolisado, visto que tal resultado, pode estar possivelmente relacionado, ao seu menor 

número de compostos glicosilados. Encontrou-se na literatura alguns trabalhos relacionados 

a esta espécie, porém a grande maioria trata da extração de óleos essenciais provenientes da 

mesma e/ou seus possíveis efeitos biológicos. Entretanto, Barbosa et al. (2006), realizaram 

a identificação de alguns compostos presentes tanto no extrato metanólico como no extrato 

aquoso, obtidos a partir das folhas desta espécie, através da CLAE acoplado a um 

espectrômetro de massas, e os respectivos autores também encontraram os compostos 

miricetina e quercetina e alguns dos seus derivados, porém não os quantificou o que 

impossibilitou a comparação entre os resultados. Para o extrato aquoso o mesmo autor 

encontrou a rutina, o que não aconteceu para o extrato metanólico, resultado também 

semelhante ao da presente pesquisa, e que pode ser explicada devido a afinidade existente 

entre o composto da amostra e o solvente utilizado para extração.  

 

 

Figura 8. Perfil cromatográfico obtido através da análise do extrato metanólico hidrolisado do C. icaco. 
(1).Ácido Gálico; (5) Miricetina e (6) Quercetina. As condições de análise estão descritas no item 2.5 do 
presente capítulo. 

 

Por último, no extrato de L. speciosa não foram encontrados estudos relacionados à 

identificação e quantificação para esta espécie, todavia, Tanaka (2006) encontrou dentre 

outros compostos para o mesmo gênero (Luehea divaricata), a (-)- epicatequina, composto 
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este não encontrado para a espécie Luehea speciosa, fato este que pode ter ocorrido ou 

devido a hidrólise incompleta, fazendo com que o composto fosse eluido em tempo 

diferente da aglicona ou ainda, fato mais provável, por se tratarem de espécies diferentes. 

Os resultados encontram-se graficamente representados na Figura 9. 

Figura 9. Perfil cromatográfico obtido através da análise do extrato metanólico hidrolisado do L. speciosa. 
(3).(+)- Catequina e (6) Quercetina. As condições de análise estão descritas no item 2.5 do presente 
capítulo. 

 

Para as ervas utlizadas na presente pesquisa foram encontrados estudos relacionados 

as suas atividades biológicas algumas até, já comprovadas cientificamente, porém, um 

número muito pequeno deles avaliam quanto aos seus constituintes fenólicos majoritários 

(HENNEBELLE et al., 2008), o que prejudica a comparação entre métodos de análises em 

questão. Com relação aos efeitos biológicos in vivo abordados na literatura não se fez 

relação deles com os compostos presentes aqui identificados e quantificados por CLAE, já 

que se trata de informações relativamente pequenas para ser utilizada como comparativo 

e/ou associado aos seus possíveis efeitos. Porém os dados obtidos na presente pesquisa são 

relevantes quando relacionado a dados na literatura, já que pouco ou quase nenhum 

trabalho foi encontrado com dado enfoque. 
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4. CONCLUSÃO 

Os resultados deste estudo mostram que os três extratos de plantas amazônicas 

contêm compostos fenólicos, e embora a C. ferrea tenha apresentado resultados 

significativos no Capítulo 2, o mesmo não ocorreu na etapa cromatográfica, o que não 

significa necessariamente que a respectiva amostra possui poucos compostos, mas apenas 

que, com relação aos compostos estudados neste trabalho, estes não foram encontrados, 

com excessão do ácido gálico e da quercetina. A rutina também não foi detectada em 

nenhuma das amostras estudadas. 

Um fator que deve ser considerado é a etapa de hidrólise, no qual pode-se avaliar 

através dos resultados obtidos, que os parâmetros empregados talvez não tenham sido 

suficientes para obtenção das agliconas ou o inverso, o que mostra a importância da 

otimização da mesma para cada espécie.  
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CONCLUSÃO GERAL 

O C. ferra, o C. icaco, e a L. speciosa foram as ervas que apresentaram em forma de 

infusão o maior teor para análise de fenólicos totais, entretanto para flavonóides totais a 

L.alba foi a que se destacou. 

Das análises que avaliaram a atividade antioxidante nas as infusões, a C. ferrea foi a 

que apresentou maior capacidade antioxidante nos dois métodos aplicados (DPPH• e 

BCAL). 

Das infusões analisadas, as obtidas a partir da C ssp. foi a única que não apresentou a 

atividade para a método de DPPH•.  

Para os resultados obtidos para fenólicos totais e os métodos que avaliaram a 

capacidade antioxidante, não observou-se uma correlação linear significativa entre eles.  

Foi observado que a atividade antioxidante não variou, para quase nenhuma das 

infusões, entre os lotes estudados independente da época de colheita.  

Para o método de fenólicos que foi utilizado nos extratos das ervas, para 

quantificação e identificação de compostos fenólicos, este mostrou-se eficaz para a 

determinação dos compostos aqui avaliados. 

Para os compostos avaliados não foi detectado em nenhuma das amostras a rutina. A 

quercetina foi o único composto que foi identificado e quantificado em todos os extratos. 
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SUGESTÃO 

A utilização de um espectrômetro de massas ou ressonância magnética nuclear seriam 

também uma alternativa, no intuito de confirmar os compostos aqui identificados e 

quantificados, bem como avaliar a existências de outros possíveis compostos existentes nas 

amostras dando ao experimento uma margem de confiabilidade maior.  

Embora o presente trabalho exponha resultados de estudos das propriedades 

antioxidante destes compostos in vitro, e para algumas das espécies tenha sido realizada a 

identificação de alguns compostos por CLAE, seria importante se os mesmos fossem 

avaliados através de mecanismos envolvidos na atividade antioxidante in vivo, o que não 

foi o caso da presente pesquisa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


