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RESUMO 
 
Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. (Celastraceae) é uma espécie vegetal amplamente utilizada 

na medicina popular devido às suas atividades antiulcerogênica, antitumoral, e 

antimicrobiana. Popularmente designada como “espinheira-santa”, é encontrada no sul do 

Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina. Este trabalho objetivou o isolamento químico de 

taninos condensados de extratos das folhas de M. ilicifolia e avaliação do potencial 

antioxidante dos extratos bruto, semipurificado e substâncias isoladas através dos métodos 

com o radical 2,2–difenil-1-picrilhidrazila (DPPH•), com o fosfomolibdato e com o ácido 

tiobarbitúrico. O controle de qualidade da matéria-prima vegetal foi realizado seguindo 

parâmetros farmacopéicos e não farmacopéicos, com os seguintes resultados: perda por 

secagem 40,39%±1,38 (CV%=3,42); perda por dessecação 10,92%±0,10 (CV%=0,91); teor 

de extrativos 31,60%±0,22 (CV%=0,72); teor de taninos totais 5,04%±0,07 (CV%=1,57). As 

substâncias químicas isoladas e identificadas foram: catequina, epicatequina, 

epigalocatequina, epicatequina-(4β→8)-epicatequina (PB2), epicatequina-(4β→8)-catequina 

(PB1). Os extratos bruto e semipurificado (frações aquosa e acetato de etila), e as substâncias 

isoladas foram submetidas à avaliação do potencial antioxidante pelo teste DPPH•. Os 

resultados obtidos utilizando a vitamina C como referência, foram expressos em termos de 

IC50 (µg/ml), respectivamente: 35,34±0,35 (CV%=0,98); 47,31±0,19 (CV%=0,40); 

25,39±1,04 (CV%=4,07); vitamina C 7,18±0,26 (CV%=3,56); catequina 2,89±0,16 

(CV%=8,72); epicatequina 1,49±0,25 (CV%=16,79); epigalocatequina 2,62±0,85 

(CV%=32,27); epicatequina-(4β→8)-epicatequina 2,24±0,29 (CV%=13); epicatequina-

(4β→8)-catequina 1,90±0,72 (CV%=26,79). Para o teste do fosfomolibdato foram testados o 

extrato bruto e as frações aquosa e acetato de etila, obtendo-se os seguintes resultados, 

respectivamente: 0,30±0,087 %F (CV%=2,93); 0,15±0,0076 %F (CV%=4,95); 0,70±0,031 

%F (CV%=4,40); vitamina C= 1. Para o teste do ácido tiobarbitúrico foi testada a fração 

acetato de etila nas concentrações 1; 0,8; 0,6; 0,3 e 0,1 mg/ml, sendo que as amostras 

apresentaram atividade inibitória da peroxidação lipídica máxima em concentrações iguais à 

0,8 mg/ml. Na avaliação da atividade antioxidante por redução do DPPH•, os extratos bruto, 

fração aquosa e fração acetato de etila apresentaram uma boa atividade antioxidante sendo 

que, a fração acetato de etila mostrou melhor atividade em relação aos demais extratos, porém 

inferior ao padrão vitamina C. As substâncias isoladas apresentaram atividade antioxidante 

significativa sendo que monômeros apresentaram atividade antioxidante superior aos dímeros, 

e notadamente superior ao padrão vitamina C. Os resultados obtidos nos testes do 



fosfomolibdato e ácido tiobarbitúrico confirmaram a atividade antioxidante da fração acetato 

de etila devido, provavelmente, ao seu conteúdo em compostos fenólicos. 

 

 

Palavras-chave: Maytenus ilicifolia. Taninos condensados. Atividade antioxidante. DPPH•. 

Método do fosfomolibdato. Ácido tiobarbitúrico. 



ABSTRACT 
 

Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.(Celastraceae) is a vegetable drug widely used in 

treatments by native population due to its antiulceration, antitumoural and antimicrobian 

activities. Popularly known as ‘espinheira-santa’, it is found in the South of Brazil, Paraguay, 

Uruguay and Argentina. The aim of this work was to carry out the chemical isolation and 

identification of condensed tannins of M. ilicifolia leaves and the evaluation of the antioxidant 

potential of crude, semipurified extracts and isolated substances, through tests using DPPH• as 

radical scavenger, with phosphomolybdenum and with thiobarbituric acid. The quality control 

of the vegetable raw material was accomplished following pharmacopeial and non-

phamacopeial assays, thus, presenting the following results, respectively: 40.39%±1.38 

(CV%=3.42) determination of water; 10.92%±0.10 (CV%=0.91) loss on drying; 31.60%±0.22 

(CV%=0.72) determination of extractives; 5.04%±0.07 (CV%=1.57) total tannins content. 

The following compounds were isolated and identified: catechin, epicatechin, 

epigallocatechin, epicatechin-(4β→8)-epicatechin, epicatechin-(4β→8)-catechin. The crude, 

semipurified extracts (aqueous and ethyl-acetate fractions) and the isolated substances were 

evaluated of the antioxidant potential by using the DPPH• method (2,2-diphenyl-1-picryl 

hydrazyl). The obtained results, by using ascorbic acid as reference, were expressed in terms 

of IC50 (µg/ml), respectively, 35.34±0.35 (CV=0.98%); 47.31±0.19 (CV=0.40%); 25.39±1.04 

(CV=4.07%); 7.18±0.26 ascorbic acid (CV=3.56%); catechin 2.89±0.16 (CV=8.72%); 

epicatechin 1.49±0.25 (CV=16.79%); epigallocatechin 2.62±0.85 (CV=32.27%); 3.05±0.09 

(CV=3.01%); epicatechin-(4β→8)-epicatechin 2.24±0.29 (CV=13%); epicatechin-(4β→8)-

catechin 1.90±0.72 (CV=26.79%). For the phosphomolybdenum test, the crude extract, the 

aqueous and ethyl-acetate fractions were tested, thus obtaining, respectively, the following 

results: 0.30±0.087 %F (CV=2.93%); 0.15±0.0076 %F (CV=4.95%); 0.70±0.031 %F 

(CV=4.40%). For the thiobarbituric acid assay the ethyl-acetate fraction, in 1; 0.8; 0.6; 0.3 

and 0.1 mg/ml concentration was tested and the samples presented maximum inhibiting 

activity of the lipid peroxidation in concentrations even 0.8 mg/ml. In the evaluation of the 

antioxidant activity for reduction of DPPH•, the crude extract, aqueous and ethyl-acetate 

fractions presented a good antioxidant activity and, the ethyl-acetate fraction has shown better 

activity than the other extracts, however, it was inferior to the ascorbic acid pattern. The 

isolated compounds presented significant antioxidant activity and flavan-3-ols monomers 

presented superior antioxidant activity than dimmers compounds, and the flavan-3-ols were 

better as ascorbic acid pattern. The results obtained in the tests of phosphomolybdenum and 



thiobarbituric acid confirms the antioxidant activity of the ethyl-acetate fraction, probably due 

to its content in phenolic compounds. 

 

 

Key-Words: Maytenus ilicifolia. Condensed tannins. Antioxidant activity. DPPH•. 

Phosphomolybdenum method. Thiobarbituric acid. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A maioria da população dos países em desenvolvimento utiliza as plantas medicinais 

para satisfazerem suas necessidades em saúde, sendo freqüentemente empregadas em serviços 

primários e atendimento básico em saúde. Em ambas as situações, para pessoas que moram 

em regiões de difícil acesso, caracterizado pelo único serviço em saúde disponível, e para 

pessoas que vivem em áreas pobres, os quais se mostram como únicos remédios disponíveis, 

as plantas medicinais têm tido ampla utilização. Mesmo em áreas onde os medicamentos 

modernos estão disponíveis, o interesse pela fitoterapia aumentou rapidamente nos últimos 

anos (WORLD, 1998a). O crescente interesse pelo uso, criou a necessidade de uma melhor 

precisão no preparo e na avaliação, e tem estimulado a pesquisa com plantas, como seus usos 

e aplicações (WORLD, 1993). Por outro lado, plantas medicinais constituem importantes 

fontes de novos medicamentos para a indústria farmacêutica (WORLD, 1998b). 

A Organização Mundial da Saúde reconhece a importância e estimula o uso das 

plantas medicinais pela população de países pobres, embora recomende cuidados especiais no 

seu uso através da distribuição de manuais para orientar estudos científicos, que confirmem 

sua segurança e eficácia clínica (CALIXTO, 2001). 

A não regulamentação do setor ou o uso inapropriado das chamadas medicinas e 

práticas tradicionais, podem ter efeitos negativos e perigosos. Como exemplos: 1) a erva “Ma 

Huang” (efedra) é tradicionalmente utilizada na China para congestão respiratória. Nos 

Estados Unidos, essa erva foi comercializada como um auxiliar dietético, cuja superdosagem 

conduziu a 12 mortes no mínimo por ataques cardíacos e acidentes vasculares cerebrais; 2) na 

Bélgica, no mínimo 70 pessoas necessitaram de transplante renal ou diálise devido à fibrose 

intersticial do rim, após tomar uma preparação feita com espécies erradas de plantas que eram 

utilizadas para o tratamento da obesidade (BAGOZZI, 2005). Segundo artigos publicados 

pelo EMEA (1997, 2000), a planta responsável por este problema renal é do gênero 

Aristolochia. 

A legislação brasileira que trata dos fitoterápicos (RDC 48/2004) é prova do esforço 

coletivo em prol da otimização de recursos e procedimentos com intuito de garantir à 

população produtos eficazes, seguros e com qualidade (BRASIL, 2004). 

Assim, a utilização atual de medicamentos derivados de plantas vem crescendo 

exponencialmente, não somente no Brasil. Em nosso país e, além dos aspectos relacionados à 

demanda comercial, a edição da lei de patentes nos anos 90 desencadeou enorme atenção, por 
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parte do setor industrial, às espécies da flora nativa com potencial efeito terapêutico, passível 

de proteção patentária e, por conseguinte de valor econômico substancial. Há muito que 

pesquisar, mas há também muito a se proteger. A preservação de espécies, extração 

sustentável, cultivo e formas de manejo são pontos fundamentais a se considerar na pesquisa 

e/ou na produção industrial, bem como a preservação dos dados com a proteção patentária. 

No presente trabalho o objeto de estudo é a planta popularmente conhecida por 

“espinheira-santa”: Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. (Celastraceae). 

Esta espécie é uma planta nativa do Sul do Brasil, Uruguai, Paraguai e Norte da 

Argentina (NASCIMENTO et al., 2005). Possui uso popular consagrado no tratamento de 

úlceras gástricas, também como cicatrizante em feridas e analgésico. 

Dentre as atividades biológicas descritas na literatura estão a atividade antimicrobiana 

(LIMA et al., 1969) e a atividade antiulcerogênica comparável às drogas cimetidina e 

ranitidina, ambas de eficácia comprovada no tratamento de úlceras gástricas (SOUZA-

FORMIGONI et al., 1991). Segundo Oliveira et al. (1991), testes avaliando o uso agudo e 

crônico do infuso das folhas de M. ilicifolia não induziram efeitos tóxicos e/ou teratogênicos 

atestando a segurança do uso desta espécie vegetal. 

Devido ao alto custo dos medicamentos de origem sintética, comumente empregados 

no tratamento de úlceras gástricas, o uso desta planta pela população e pelos programas de 

fitoterapia vem se expandindo no Brasil. Apesar de sua importância, a espécie vegetal não 

constava nas edições anteriores à 4a edição da Farmacopéia Brasileira, não existindo, 

portanto, um método oficial de análise para padronização da droga anteriormente (VILEGAS; 

LANÇAS, 1997). 

Considerando o reconhecido efeito antiulcerogênico e segurança de M. ilicifolia no 

tratamento de lesões gástricas, o estudo dos taninos condensados presentes na espécie vegetal 

permanece ainda limitado, sendo, portanto, objeto deste trabalho. 



19 

2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 SISTEMÁTICA VEGETAL 

2.1.1 Família Celastraceae R. Br. (Robert Brown – Botânico Inglês – 1773-1858) 

A família Celastraceae engloba cerca de 50 gêneros compreendendo entre 800 e 850 

espécies distribuídas nos trópicos e subtrópicos e apenas alguns gêneros alcançam regiões 

temperadas segundo Heywood (1978) e Cronquist (1981). 

Para Lawrence (1971 apud OKANO, 1992) a importância econômica das Celastraceae 

é restrita, se restringindo ao cultivo de representantes dos gêneros Elaeodendron J.F. Jacq ex 

Jacq., Catha Forsk. ex Scop., Maytenus Mol., Celastrus L., Evonymus L., Tripterygium Hook. 

e Pachystima Rafin. para fins ornamentais. 

Espécies pertencentes ao gênero Maytenus são comumente utilizadas na medicina 

popular, em países do terceiro mundo. Destacam-se entre estas Maytenus ilicifolia Mart. ex 

Reiss.(SOARES, 2004), Maytenus undata (Thunb.) Blakelock (KOKWARO, 1976 apud 

SEBSEBE, 1985), Maytenus heterophylla (Eckl. & Zeyh.) N. Robson (HEDBERG et al., 

1982 apud SEBSEBE, 1985). Devido a este valor medicinal, algumas espécies do gênero têm 

sido analisadas quimicamente e submetidas a testes clínicos. Os resultados indicaram que 

estas contêm potenciais agentes anticancerígenos (SEBSEBE, 1985). 

Kupchan et al. (1975 apud SEBSEBE, 1985) isolaram o princípio ativo maitasina a 

partir de Maytenus ovata (Wall. Ex Whight & Arn.) Loes., com importante atividade 

inibitória em células tumorais vivas. De acordo com Kupchan et al. (1975 apud SEBSEBE, 

1985) uma rica fonte desta substância, está presente em Putterlickia verrucosa (E. Mey. ex 

Sond.) Szyszyl., também Celastraceae, sendo esta espécie selecionada para testes clínicos pelo 

Insituto Nacional do Câncer dos Estados Unidos da América do Norte. 

No Brasil, espécies do gênero Maytenus vêm sendo estudadas, merecendo destaque M. 

ilicifolia (espinheira-santa) por sua comprovada propriedade no combate de úlceras gástricas 

(MACAUBAS et al., 1988; CARLINI; BRAZ, 1988). 

Morfologicamente, as espécies da família Celastraceae são facilmente reconhecidas 

por suas folhas simples com estípulas inconspícuas; inflorescências cimosas; flores pequenas, 

esverdeadas, geralmente pentâmeras, isostêmones, com disco intra-estaminal e placentação 

axilar. 
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Em nível genérico e particularmente infragenérico, os limites taxonômicos são 

bastante complicados, devido ao conceito tipológico adotado por alguns botânicos, 

aumentando em muito o número de espécies. 

O mais abrangente trabalho sobre a taxonomia das Celastraceae, englobando todos os 

gêneros, até então existentes, foi realizado por Loesener (1942 apud OKANO, 1992). Outros 

estudos envolvendo as Celastraceae foram desenvolvidos no Chile e Argentina (LOURTEIG; 

O’DONELL, 1955 apud OKANO, 1992) e Brasil (REISSEK, 1861 apud OKANO, 1992). 

O gênero Maytenus é um dos maiores da família, e conta, segundo Willis (1981 apud 

OKANO, 1992), com 225 espécies tropicais. Após revisão bibliográfica, constatou-se que, 

deste total 77 espécies são citadas para a flora brasileira, sendo 15 referidas na região 

Amazônica. Assim, 62 espécies são referidas para o Brasil extra-amazônico, além de 8 

binômios, mencionados por Loesener (1942 apud OKANO, 1992) ou citados simplesmente 

em exsicatas de herbário que constituem nomen nudum ou nome manuscrito 

Estudos taxonômicos no gênero Maytenus foram desenvolvidos na África e Arábia 

tropical (SEBSEBE, 1985), Brasil (REISSEK, 1861 apud OKANO, 1992), Chile e Argentina 

(LOURTEIG; O’DONELL, 1955 apud OKANO, 1992). 

 

2.1.2 Gênero Maytenus 

O gênero Maytenus foi primeiramente descrito por Feullée em 1725, sob o nome de 

Mayten. O autor forneceu uma descrição relativamente longa dos órgãos vegetativos de uma 

planta, acompanhada por uma prancha constituída de um ramo estéril e declarou não ter visto 

as flores e frutos do material. 

Molina (1782 apud LOURTEIG; O’DONELL, 1955 apud OKANO, 1992) estabeleceu 

o gênero Maytenus baseado na espécie tipo, Maytenus boaria Molina, do Chile. Segundo o 

autor, o gênero se caracterizava por apresentar cálice monossépalo, corola monopétala, 

androceu com 2 estames e fruto monospérmico. Estas características não correspondem ao 

gênero, e foram reconhecidas pelo autor em 1810 atribuindo as falhas em sua descrição ao 

tamanho pequeno das flores, associado à inexistência de melhores equipamentos. 

Jussieu (1971 apud OKANO, 1992) reconheceu o gênero Maytenus estabelecido por 

Molina em 1782 e apresentou uma descrição muito semelhante à fornecida por aquele autor. 

Martius (1841 apud OKANO, 1992) descreveu para a flora brasileira algumas espécies 

de Maytenus, a saber: M. brasiliensis Mart., M. macrophylla Mart., M. nitida Mart., M. 

obtusifolia Mart., M. aquifolium Mart., M. rigida Mart. e M. gonoclada Mart. 
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Reissek (1861 apud OKANO, 1992) forneceu um estudo global sobre a taxonomia do 

gênero Maytenus no Brasil. Além de manter os sinônimos já estabelecidos para o gênero, o 

autor forneceu descrições pormenorizadas sobre o gênero e 51 espécies. 

Loesener (1892 apud OKANO, 1992) acrescentou ao gênero Maytenus, novas espécies 

brasileiras: M. radlkoferiana Loes., M. glazioviana Loes. e M. urbaniana Loes. Neste 

trabalho, o autor baseado na presença de espinhos nas folhas, consistência e tamanho das 

mesmas, estabeleceu 4 seções: Oxyphylla, Pachyphylla, Leptophylla e Microphylla, 

acomodando, dessa forma, todas as espécies brasileiras até então descritas. 

Em verdade, o gênero foi originalmente proposto em 1782 por Molina. Entretanto, a 

descrição dos caracteres florais fornecidos pelo autor, não correspondeu ao material botânico 

(espécie-tipo). Este fato fez com que o nome genérico não fosse totalmente aceito, e em 

conseqüência, outros nomes foram propostos. Decorridos aproximadamente três décadas, em 

1810, Molina reconheceu suas observações morfológicas errôneas e efetuou alterações na 

circunscrição do gênero Maytenus. 

Portanto, a autoridade do gênero se deve a Molina. De acordo com o artigo 47 do 

Código Internacional de Nomenclatura Botânica a citação completa do nome genérico é 

Maytenus Mol. emend. Mol. 

 

2.1.3 Distribuição 

O gênero Maytenus é constituído por 225 espécies, distribuídas nos trópicos (WILLIS, 

1981 apud OKANO, 1992). De acordo com Bornstein (1989 apud OKANO, 1992) o gênero é 

pantropical concentrando o maior número de espécies na América do Sul. Certamente 40 a 

50% das espécies ocorrem em território brasileiro. 

No Brasil a ocorrência do gênero é ampla, sendo encontrado da Amazônia ao sul do 

país, ocupando a grande maioria dos tipos vegetacionais: floresta amazônica, caatinga, 

floresta atlântica, floresta mesófila, floresta de araucária, floresta de altitude, restinga, campo 

rupestre e cerradão. 

 

2.1.4 Características do gênero Maytenus 

O gênero Maytenus inclui representantes arbóreos, arbustivos e subarbustivos, com 

porte variando entre 1,5-8,0 m e árvores de até 20 m. 

Os ramos são geralmente eretos, simples ou bastante ramificados na porção apical com 

entrenós expostos na maioria das espécies. Quanto a forma dos ramos, estes podem ser 
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cilíndricos, achatados, retangulares ou carenados. A superfície dos ramos varia de glabra a 

pilosa e são inermes (sem espinhos). 

Com relação ao indumento, os representantes do gênero Maytenus são geralmente 

glabros, apenas algumas espécies apresentam algum tipo de tricoma ou cera recobrindo total 

ou parcialmente os ramos, pecíolos, limbos, brácteas, pedicelos e cálices ou presentes em pelo 

menos um destes. Os tricomas, quando presentes, são valiosos no reconhecimento taxonômico 

das espécies ou grupos de espécies. As folhas são extremamente variáveis no gênero e mesmo 

entre os indivíduos de uma mesma espécie. Segundo Loesener (1942 apud OKANO, 1992), a 

filotaxia no gênero Maytenus pode ser alterna ou oposta, sendo mais frequente a disposição 

alterna. A grande maioria das espécies apresenta o limbo e pecíolo bem diferenciados e 

estípulas inconspícuas e caducas. 

A forma e as dimensões da lâmina foliar nas espécies do gênero são muito variáveis, 

incluindo formas desde suborbiculares até cordadas, ovais, obovais, elípticas, estreitamente 

elípticas e oblongas. A lâmina é basicamente plana na maioria das espécies. As 

inflorescências são axilares e cimosas. As flores são pequenas e inconspícuas, com 

aproximadamente 3 a 5 mm de comprimento e coloração branco-esverdeada. 

Em relação aos frutos são coriáceos ou subcarnosos, deiscentes, capsulares, 

loculicidas, bivalvares, sendo que todas as espécies estudadas apresentam cápsulas bivalvares. 

As sementes são eretas, suborbiculares, elipsóides ou obovais, às vezes angulosas, em 

número variável de 1 a 4 por fruto, sendo mais comumente 2 ou 3, envoltas inteiramente pelo 

arilo. 

Após 1968, nenhuma nova espécie de Maytenus foi descrita para a flora brasileira. 

Além disso, os trabalhos posteriores fornecem apenas dados sobre anatomia, fitoquímica ou 

mesmo distribuição geográfica de espécies isoladas. 

 

2.1.5 Características da espécie Maytenus ilicifolia 

Subarbusto ou árvore, ramificado desde a base, medindo cerca de 5,0 m de altura. 

Ramos novos glabros angulosos, tetra ou multicarenados. Folhas congestas, coriáceas, 

glabras; pecíolo com 0,2-0,5 cm de comprimento; estípulas inconspícuas; limbo com 2,2-8,9 

cm de comprimento e 1,1-3,0 cm de largura; nervuras proeminentes na face abaxial; forma 

elíptica ou estreitamente elíptica; base aguda a obtusa; ápice agudo a obtuso, mucronado ou 

aristado; margem inteira ou com espinhos em número de um a vários, distribuídos regular ou 

irregularmente no bordo, geralmente concentrados na metade apical de um ou de ambos os 

semilimbos. 
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Inflorescências em fascículos multifloros. Pedicelos florais com 0,2-0,5 cm de 

comprimento. Sépalas semicirculares, ciliadas, com cerca de 0,1 cm de comprimento. Pétalas 

ovais, inteiras, com cerca de 0,22 cm de comprimento e 0,2 cm de largura. Estames com 

filetes achatados na base. Estigma capitado, séssil ou com estilete distinto; ovário saliente ou 

totalmente imerso no disco carnoso. Fruto cápsula bivalvar, orbicular; pericarpo maduro de 

coloração vermelho-alaranjada. 

Jacomassi e Machado (2003) descreveram características anatômicas importantes de 

M. ilicifolia, tanto para distinção entre esta espécie e M. aquifolium bem como de outras 

espécies que podem ser erroneamente identificadas como espinheira-santa. M. ilicifolia 

apresenta caule ovalado com três ou mais saliências, pecíolo em secção transversal 

dorsiventral com braquiesclereídeos na região cortical, limbo dorsiventral e hipostomático, a 

nervura principal é proeminente na face abaxial e o sistema vascular é representado por um 

feixe colateral, sendo que entre as características mais relevantes está a presença de saliências 

que ocorre apenas no caule de M. ilicifolia, diferenciando-a das demais espécies.  

A ocorrência de M. ilicifolia nos estados de São Paulo e Mato Grosso do Sul é pouco 

abundante. 

Várias espécies da flora nativa têm sido largamente empregadas pela população, cujo 

conhecimento acerca do uso medicinal destas plantas foi desenvolvido inicialmente por 

comunidades indígenas e caboclas do país. As espécies do gênero Maytenus são muito usadas 

por seus efeitos antiulcerogênico, antiácido e analgésico, na forma de infusões feitas com as 

folhas da planta. 

A literatura cita vários nomes populares além espinheira-santa para as espécies M. 

aquifolium Mart. e M. ilicifolia Mart. ex Reiss.como “salva-vidas”, “cancorosa”, “cancerosa”, 

“sombra de touro” e “espinho de Deus” (CORDEIRO; VILEGAS; LANÇAS, 1999). 

Espinheira-santa é um pequeno arbusto que pode atingir até cinco metros de altura 

com folhas e sementes que se assemelham a azevinho (OLIVEIRA et al., 2000). 

Atualmente a Farmacopéia Brasileira (FARMACOPÉIA, 2003) apresenta a 

monografia incluindo aspectos morfo-anatômicos e o controle de qualidade da droga vegetal 

M. ilicifolia Mart. ex Reiss.(Figura 1). 

M. aquifolium Mart. e M. ilicifolia Mart. ex Reiss. espécies da família Celastraceae, 

são plantas nativas da Mata Atlântica do Brasil. Segundo Nunes et al. (2003) as raízes da 

planta são conhecidas popularmente como “cancorosa” e as folhas como “espinheira-santa”. 
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Figura 1 - Aspecto dos galhos e flores de Maytenus ilicifolia 

Fonte: Duarte e Debur (2005) 

 

2.2 ASPECTOS QUÍMICOS DO GÊNERO Maytenus 

Taninos foram isolados de M. senegalensis (Lam.) Exell a partir de extratos 

metanólicos da casca desta espécie (HUSSEIN et al., 1999) e também de M. rigida chamados 

ourotea-proantocianidinas A e B (DELLE MONACHE et al., 1996). 

Corsino et al. (1998) isolaram dois alcalóides sesquiterpeno piridínicos da raiz de M. 

aquifolium como aquifoliunina E-III, aquifoliunina E-IV, além de siringaresinol e 4’-O-metil-

epigalocatequina. Também foram isolados flavonóides de M. ilicifolia ditos ilicifoniosídeos 

segundo Zhu et al. (1998) e flavonóides glicosídicos como canferol-3-O-[2-glucopiranosil-(1-

3)-ramnopiranosil-6-ramnopiranosil]-β-D-galactopiranosil (SANNOMIYA et al., 1998). 

Mossi et al. (2004) extraíram e caracterizaram substâncias voláteis de M. ilicifolia: 

fitol, esqualeno, estigmasterol, vitamina E, fridelina-3-ol, fridelina, ácido dodecanóico e 

acetato de geranila, sob alta pressão de CO2, mostrando que a temperatura e a densidade do 

solvente produzem acentuado efeito na produção e distribuição química desses compostos. 

 

2.3 PROPRIEDADES BIOLÓGICAS 

2.3.1 Atividade Farmacológica do gênero Maytenus 

Lima et al. (1969) atribuíram a presença de maitenina e pristimerina à significativa 

atividade antimicrobiana no extrato benzênico de M. ilicifolia. 

São muitas as propriedades citadas na literatura para o gênero Maytenus tais como: 

anti-séptico, antiasmático, antitumoral (AHMED et al., 1981; ZHU; SHARAPIN; ZHANG, 

1998), antileucêmica, (MELO et al., 2001), antigastrite e antiúlcera (QUEIROGA et al., 2000; 
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MOSSI et al., 2004) contraceptivo e abortivo (MONTANARI; BEVILACQUA, 2002), 

fitohormonal e alta citotoxicidade (CHÁVEZ et al., 1997; PULLEN et al., 2003). 

A atividade antiulcerogênica de espinheira-santa foi demonstrada também utilizando o 

infuso de suas folhas administrado oral e intraperitonealmente e este extrato aumentou o 

volume do suco gástrico bem como o seu pH, comparativamente às drogas sintéticas 

cimetidina e ranitidina (SOUZA-FORMIGONI et al., 1991). 

A atividade contra úlcera foi estudada juntamente com efeito analgésico por González 

et al. (2001), que mostraram significante redução em lesões gástricas, induzidas por 

etanol/indometacina, quando houve pré-tratamento com 1000 mg/kg de extrato metanol:água 

das folhas de M. aquifolium. Os autores também demonstraram a não toxicidade deste extrato 

em diferentes doses chegando a 5248 mg/kg em ratos. 

Outras atividades são atribuídas ao gênero Maytenus, tais como contra leucemia 

linfocítica in vivo e ação inibitória sobre proteínas quinases. Os metabólitos secundários 

responsáveis por tais ações são maitenosídeos, triterpenos, sesquiterpenos (SCHANEBERG; 

GREEN; SNEDEN, 2001). 

Em estudo avaliando a eficácia dos extratos hexânico (triterpenos) e acetato de etila 

(compostos fenólicos), obtidos das folhas de M. ilicifolia, observou-se que ambos têm efeito 

citoprotetor e curativo (LEITE et al., 2004). 

 

2.3.2 Toxicidade 

Testes com o infuso de folhas de M. aquifolium e M. ilicifolia não demonstraram 

potencial tóxico e/ou teratogênico (OLIVEIRA et al., 1991). 

Camparoto et al. (2002) testaram a ação mutagênica do extrato das folhas de M. 

ilicifolia, entretanto, não conseguiram obter significância estatística que comprovasse tal ação. 

Montanari e Bevilacqua (2002) verificaram o potencial abortivo do extrato 

hidroalcoólico das folhas de M. ilicifolia em ratos e observaram que o extrato causa pré-

implantação lenta, mas não afeta a implantação propriamente dita ou a organogênese. Não 

encontraram nenhum efeito embriotóxico. 

 

2.3.3 Outros estudos 

Pereira et al. (2002) realizaram cultivo de células das folhas de M. ilicifolia em meios 

suplementados nos quais se observaram o acúmulo de triterpenos quinonametídeos com 

comprovada atividade biológica in vitro. A produção foi até 100 vezes maior para 22b-

hidroximaitenina e três vezes para maitenina quando comparada à produção in natura. Isso 
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demonstra que o sistema in vitro é uma excelente ferramenta na produção de metabólitos em 

grande escala. 

Soares et al. (2004) desenvolveram e validaram o método de cromatografia líquida de 

alta eficiência em fase reversa para quantificação de catequina e epicatequina no extrato 

aquoso das folhas de M. ilicifolia. O método apresentou boa repetibilidade e reprodutibilidade 

para ambas as substâncias. 

 

2.4 TANINOS 

As plantas sintetizam uma ampla variedade de metabólitos secundários como os 

alcalóides, terpenos, compostos fenólicos, e outros, envolvidos principalmente em 

mecanismos de defesa vegetal contra herbívoros, microorganismos, proteção contra raios UV 

e atração de polinizadores e/ou animais dispersores de sementes (WINK, 1990). 

Os taninos são definidos como compostos fenólicos solúveis em água com massa 

molecular entre 500 e 3000 Daltons, as quais apresentam a habilidade de formar complexos 

insolúveis em água com alcalóides, gelatina e outras proteínas (BATE-SMITH; SWAIN, 

1962). Segundo Hagerman (1992), esta propriedade os distingue dos demais compostos 

fenólicos, ou seja, a formação de complexos com proteínas, alcalóides e alguns 

polissacarídeos formando precipitados. 

Historicamente, a importância das plantas ricas em taninos está ligada às suas 

propriedades de transformar a pele animal em couro (SANTOS; MELLO, 2003). O termo 

tanino foi o nome dado à infusão de cascas de árvores como o carvalho e a castanheira, na 

qual peles de animais eram tratadas para obtenção de couros maleáveis e de grande 

durabilidade (QUEIROZ; MORAIS; NASCIMENTO, 2002). 

Os taninos encontram-se difundidos em plantas e alimentos de origem vegetal: frutas, 

legumes, sementes, grãos, cereais, bebidas (vinho, chá, cidra, cacau) (BUELGA; 

SCALBERT, 2000). Apresentam gosto amargo e adstringente e estão presentes nas plantas 

em raízes, cascas, folhas, flores, frutos e na madeira de diversas espécies vegetais. Sua 

importância nas plantas encontra-se relacionada à defesa da mesma, contra predadores 

animais ou microbianos. Segundo Bate-Smith (1973) os taninos causam diminuição da 

palatabilidade, dificuldades na digestão pela complexação com enzimas e/ou proteínas, 

impedindo, assim, a invasão dos vegetais por parasitas.  

São classificados, segundo sua estrutura química em dois grupos: taninos hidrolisáveis 

e taninos condensados (SANTOS; MELLO, 2003). 
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Taninos hidrolisáveis são caracterizados por um poliol central, geralmente β-D- 

glucose, cujas funções hidroxilas são esterificadas com o ácido gálico e, denominados 

galotaninos. Os elagitaninos possuem um ou dois resíduos de hexa-hidróxi-difenoil-D-glicose 

(HHDP), os quais são obtidos pelo acoplamento oxidativo C-C entre dois resíduos de acido 

gálico espacialmente adjacentes (SANTOS; MELLO, 2003). 

 Galotaninos produzem ácido gálico após hidrólise e elagitaninos produzem ácido 

elágico após hidrólise, conforme demonstrado na figura 2. 

Figura 2– Estruturas químicas básicas de taninos hidrolisáveis. 

Fonte: Queiroz, Morais e Nascimento (2002). 

 

Os taninos condensados são flavonóides poliméricos, oligômeros e polímeros 

formados pela policondensação de duas ou mais unidades flavan-3-ol e flavan-3-4-diol. São, 

também, denominados proantocianidinas ou leucocianidinas (HASLAM et al., 1975). Esta 

denominação é devida às características dos taninos condensados (ou proantocianidinas) de 

formarem antocianidinas (cianidina, delfinidinas) após a degradação com ácido mineral 

diluído a quente (BUELGA; SCALBERT, 2000; SANTOS; MELLO, 2003). 

Diferem estruturalmente entre si de acordo com o número de grupos hidroxila 

presentes nos anéis aromáticos e da estereoquímica do carbono assimétrico do núcleo 
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heterocíclico. A presença de O-metoxilação, O-glicosilação e O-galoilação aumentam a 

complexidade estrutural (DE BRUYNE et al., 1999). 

Os taninos condensados podem ser divididos em tipo 1 e tipo 2, de acordo com a 

presença ou ausência de hidroxila na posição C-5 do anel A. Podem também, ser classificados 

de acordo com o grau de hidroxilação nos anéis A e B dos monômeros básicos, conforme 

Santos e Mello (2003) (Figura 3). 
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Figura 3 - Monômeros básicos de taninos condensados de acordo com o quadro 1. 

Fonte: Santos e Mello (2003). 

 

Monômero Substituinte  

Tipo 

 
Proantocianidina 

Nome trivial R1      R2       R3       R4 

Prodistenidina Distenina H H H H 

Propelargonidina Afzelequina H H OH H 

Procianidina Catequina H OH OH H 

 

1 

Prodelfinidina Galocatequina H OH OH OH 

Proguibourtinidina Guibourtinidol H H OH H 

Profisetinidina Fisetinidol H OH OH H 

Prorobinetinidina Robinetinidol H OH OH OH 

Proteracacinidina Oritina OH H OH H 

 

 

2 

Promelacacinidina Mesquitol OH OH OH H 

Quadro 1 - Classificação de taninos condensados de acordo com o grau de hidroxilação nos 

anéis A e B dos monômeros básicos, referidos na figura 3. 

Fonte: Santos e Mello (2003) 
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Os diferentes grupos possuem diferentes reatividades. Por exemplo, as procianidinas 

são diferentes das prodelfinidinas, porque as últimas possuem um grupamento OH a mais no 

anel B, o qual aumenta a habilidade dos taninos em se complexarem com proteínas (AERTS; 

BARRY; MCNABB, 1999). 

Acoplamentos oxidativos entre monômeros de flavonóis (formando os dímeros) são 

comuns entre as posições 4 e 8, embora possa, também, ocorrer nas posições 4 e 6, entre as 

unidades, superior e inferior, respectivamente, formando o tipo B das proantocianidinas. 

Entretanto, no tipo A das proantocianidinas a forma de acoplamento é diferenciada, possuindo 

uma ligação do tipo éter, como pode ser observado na figura 4 (SCHOFIELD; MBUGUA; 

PELL, 2001). 

A nomenclatura trivial de taninos condensados tem origem em Weinges et al. (1968a e 

1968b) e em Thompson et al. (1972). 

A nomenclatura trivial ou mesmo a IUPAC não se mostram práticas para estruturas 

complexas como os taninos condensados, desta maneira, utiliza-se a nomenclatura proposta 

por Hemingway, Foo e Porter (1982), na qual os nomes são formados a partir da estrutura 

básica dos flavan-3-óis. A estereoquímica usual dos flavan-3-óis no carbono 2 é R; enquanto 

que, nas estruturas com configuração 2S aplica-se ao nome trivial o prefixo enantio, que se 

abrevia por ent. Assim, (+)-catequina é chamada de catequina e (-)-catequina, é denominada 

ent-catequina. Nos dímeros, trímeros e oligômeros superiores é utilizada nomenclatura 

semelhante à dos açúcares, em que a posição da ligação e a disposição espacial da ligação são 

escritas entre parênteses. As ligações entre os monômeros no C4 são indicadas, pela 

nomenclatura α ou β (SANTOS; MELLO, 2003). 
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Figura 4 – Diferença no tipo de acoplamento nos taninos condensados do tipo A: 

1=robinetinidol-(4β 8;2β O 7)-epicatequina e do tipo B: 2=epicatequina-(4β 6)-

catequina e 3=epicatequina-(4β 8)-catequina. 

 

A característica fundamental que dá aos taninos suas propriedades biológicas parece 

ser a alta concentração de grupos orto-fenol-hidroxila (HASLAM, 1974). 

A ocorrência de taninos condensados e hidrolisáveis no reino vegetal segue padrões 

significativamente diferentes. Enquanto taninos condensados ocorrem amplamente em 

gimnospermas e angiospermas, taninos hidrolisáveis estão quase restritos às Choripetalae das 

dicotiledôneas e não foram encontrados nas Sympetalae (MELLO; SANTOS, 2003) 

 

2.4.1 Propriedades biológicas dos taninos 

Acredita-se que as atividades farmacológicas dos taninos são devidas a três 

características gerais que são comuns em maior ou menor grau aos dois grupos de taninos, 

condensados e hidrolisáveis: 1) complexação com íons metálicos (ferro, manganês, vanádio, 

cobre, alumínio, cálcio, entre outros); 2) atividade antioxidante e seqüestradora de radicais 

livres; 3) habilidade de se complexar com outras moléculas, incluindo macromoléculas como 

proteínas e polissacarídeos. Foi sugerido que os possíveis modos de ação dos taninos no 

tratamento de doenças estão intimamente relacionados a estas três propriedades (HASLAM, 

1996). 

Significativa atenção tem sido dada à análise de taninos e outros compostos fenólicos 

nas plantas, devido a sua importância farmacológica e ecológica. 
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Plantas ricas em taninos são empregadas na medicina tradicional para o tratamento de 

diversas moléstias orgânicas, como: diarréia, hipertensão arterial, reumatismo, hemorragias, 

feridas queimaduras, problemas estomacais (azia, náusea, gastrite e úlcera gástrica), 

problemas renais e do sistema urinário e processos inflamatórios em geral (HASLAM, 1996). 

De Bruyne et al. (1999) e Buelga e Scalbert (2000) demonstraram algumas 

propriedades farmacológicas dos taninos como: antimicrobiana, antitumoral, antioxidante, 

antiinflamatória, inibição enzimática, inibição da agregação plaquetária e efeitos cardíacos, 

antiúlcera e antidiarréica. 

As propriedades fisiológicas e farmacológicas dos taninos foram estudadas por 

Haslam et al. (1989), assim como o princípio da adstringência e da cicatrização como base 

terapêutica nos ferimentos da mucosa, pois os taninos ajudam no processo de cura de feridas, 

queimaduras e inflamações através da formação de uma camada protetora (complexo tanino-

proteína e/ou tanino-polissacarídeo). 

A habilidade de se ligar a proteínas, confere aos taninos a propriedade de inibir 

enzimas. Testes in vitro realizado por Hattori et al. (1990) e Ooshima et al. (1993) 

demonstraram que os taninos são capazes de inibir as glucosiltransferases de Streptococcus 

mutans e S. sobrinus, encontradas na cavidade oral do homem. O efeito da inativação da 

glucosiltransferase pelos taninos bloqueia a formação da placa dental e de inflamações na 

região bucal e garganta (SCHOLZ, 1994). 

A atividade antimicrobiana dos taninos condensados vem sendo estudada por diversos 

grupos na busca de novos agentes terapêuticos. Monômeros galoilados demonstraram 

atividade antibacteriana frente à Streptococcus mutans, agente etiológico da cárie (OTAKE et 

al., 1991; NAKAHARA et al., 1993). 

Hatano et al. (1989) observaram que taninos condensados e hidrolisáveis possuem a 

propriedade de capturar radicais livres de oxigênio, que possuem um importante papel no 

processo inflamatório. Isto leva a acreditar em um possível efeito anticarcinogênico e 

antimutagênico, já que muitos genes mutantes e carcinógenos produzem radicais livres que 

interagem com macromoléculas celulares. Estas observações foram confirmadas por Buelga e 

Scalbert (2000) referente à atividade anticâncer; por Negro, Tommasi e Miceli (2003) 

referente à atividade antioxidante. 

Erdelmeier et al. (1996) demonstraram que os taninos condensados presentes nas 

cascas e folhas de Hamamelis virginiana L., apresentam atividade antiviral e antiflogística, 

relacionando ainda, que as propriedades antivirais dos taninos, seriam dependentes do número 



32 

de unidades flavonoídicas. Anteriormente, hamamelitaninos foram apontados por Masaki, 

Atsumi e Sakurai (1994) como potentes agentes anti-radicais livres. 

Estudos epidemiológicos têm mostrado que o consumo de bebidas ricas em compostos 

fenólicos está associado com redução da mortalidade causada por doenças coronarianas. 

Alguns vegetais, frutas e vinhos tintos conferem efeito protetor com relação à doença 

coronariana e certos tipos de câncer, devido ao seu conteúdo de flavonóides (KATALINIÉ et 

al., 2004). 

O chá verde Camellia sinensis (L.) Kuntze, consumido mundialmente como bebida, 

tem sido utilizado face as benéficas atividades farmacológicas atribuídas à ele, sendo devida, 

provavelmente, aos taninos condensados. Ho et al. (1992) demonstraram sua atividade 

antioxidante, que foi mais tarde confirmada por Yokozawa et al. (1998). 

 

2.4.1.1 Atividade antioxidante 

A etiologia de doenças degenerativas, os radicais livres, e o interesse em substâncias 

com atividade antioxidante tem aumentado nos últimos anos devido a descoberta do 

envolvimento dos radicais livres na fisiopatologia das doenças crônicas (SANTOS; MELLO, 

2003). 

A autoxidação, reação complexa catalisada por fatores extrínsecos que se inicia com a 

formação de radicais livres, além de afetar profundamente as características sensoriais de 

alimentos e medicamentos pelo desenvolvimento de sabor e odor desagradáveis tornando-os 

inaceitáveis pelos consumidores, também reduzem o tempo de vida útil dos mesmos. Os 

produtos da oxidação lipídica podem, ainda, desencadear a peroxidação in vivo, resultando em 

vários problemas de saúde (HALLIWEL, 1996; HASLAM, 1996). 

Desde o início da vida no planeta, a toxicidade do oxigênio atmosférico tem sido o 

principal desafio à sobrevivência dos organismos vivos. O oxigênio participa de reações de 

óxi-redução e é aceptor final de H+ no metabolismo normal de mamíferos. As oxidações 

biológicas geram espécies reativas de oxigênio (EROs) e radicais livres que podem provocar 

lesões celulares, muitas vezes irreparáveis (CARVALHO, 2004). 

A atividade metabólica normal do organismo humano produz constantemente radicais 

livres. Estes são moléculas ou fragmentos de moléculas que possuem elétrons livres, ou não 

pareados, em sua órbita externa. Os elétrons livres destas moléculas fazem com que as 

mesmas se tornem altamente reativas (CHEESEMAN; SLATER, 1996), atacando 

componentes celulares como DNA e RNA, membrana celular e outras substâncias oxidáveis, 
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acelerando o envelhecimento e, podendo assim, contribuir para a instalação de doenças 

degenerativas como Alzheimer, Parkinson e Hodgkin (KLEIN, 2002). 

Alguns fatores aumentam o risco de estresse oxidativo na célula, como: fumo, bebidas 

alcoólicas, alimentos salgados, condimentados e contendo toxinas de fungos, radiação 

ionizante, reações metabólicas envolvendo metais de transição e compostos xenobióticos que 

entram em contato com o organismo. Os metabólitos vegetais produzidos pelo estresse, 

também chamados fitoalexinas, que contém grupos hidroxilas e quinonas, são as principais 

fontes dietária de agentes oxidantes para os animais (CARVALHO, 2004). 

As camadas eletrônicas de um elemento químico são denominadas K, L, M e N, e seus 

subníveis, s, p, d, f. O radical livre refere-se a átomo ou molécula altamente reativa, que 

contém número ímpar de elétrons em sua última camada eletrônica, ou seja, os elétrons da 

última camada encontram-se desemparelhados. É este não-emparelhamento de elétrons da 

última camada que confere alta reatividade a esses átomos ou moléculas (RUSSEL, 1994; 

FERREIRA; MATSUBARA, 1997). 

A formação de um radical livre, o superóxido (O2
•), é derivado do oxigênio molecular 

(O2). O O2 é composto por dois átomos de oxigênio (O), cujo número atômico é 8, tendo a 

seguinte distribuição de elétrons: 1s2, 2s2, 2p4, faltando, portanto, dois elétrons em sua última 

camada para adquirir maior estabilidade. Para formar o oxigênio molecular (O2), os dois 

elétrons solitários do subnível p, de um átomo de oxigênio, compartilham elétrons com os 

dois elétrons de outro átomo de oxigênio, formando uma molécula estável com 8 elétrons na 

última camada (l). Reações de redução implicam em ganho de elétrons, e as de oxidação em 

perda. Portanto, quando no metabolismo normal ocorrer uma redução do oxigênio molecular 

(O2), este ganhará um elétron, formando o radical superóxido (O2
•), considerado instável por 

possuir número ímpar de elétrons na última camada l. Os radicais livres são formados em um 

cenário de reações de óxi-redução, portanto, os radicais livres provocam ou resultam esse tipo 

de reação na última camada (RUSSEL, 1994). 

Na formação de radicais livres, a molécula de oxigênio é a grande vilã, por ser 

relativamente lábil e reagir mais facilmente para formar radicais livres. Acredita-se que o 

oxigênio, na presença de catalisadores como luz visível, radiação ionizante, radiação 

ultravioleta, temperatura e metais pesados, sejam os iniciadores desta etapa (MELO; 

GUERRA, 2002). 

A maioria das reações dos radicais livres envolve a redução do oxigênio molecular 

levando à formação de EROs como o ânion superóxido (O2
•) e radical hidroxila (OH•). 
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Portanto, em geral, as espécies ativas de oxigênio são essenciais para muitas funções 

celulares. Assim, a proteção dos componentes celulares contra as modificações oxidativas 

pode ser estabelecida com o uso de antioxidantes (CARDOSO, 2002). A união O-O do 

peróxido de hidrogênio é relativamente lábil e pode ocorrer sua decomposição, formando o 

radical (OH•), sendo altamente reativo. Essa reação é conhecida como reação de Haber Weiss. 

Sua velocidade é grandemente favorecida, pela presença de íons ferro (Fe+3) e cobre (Cu+2). 

Por outro lado, o íon férrico pode ser reduzido a íon ferroso pelo radical superóxido e pela 

“via de Fenton”. Em presença de H2O2 é oxidado novamente a íon férrico, com a formação de 

um radical hidroxila (OH•) (GUERRA; FANAN, 1994) (Figura 5). 

 

 Complexo de (Fe+3) + 1/2O2
-  O2

• + complexo de Fe+2 

 Complexo de (Fe+2) + H2O2  O2 + complexo de Fe+3 + OH•  

Figura 5 - Formação do radical livre hidroxila pela via de Fenton. 

Fonte: Guerra e Fanan (1994). 

A molécula de oxigênio pode também, absorver energia, passando para um estado 

excitado de maior energia, formando o oxigênio singlete, tendo um poder oxidante maior que 

o oxigênio triplete (LLESUY, 2002) (Figura 6). 
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Figura 6 - Formação das espécies reativas de oxigênio (EROs). 

Fonte: Llesuy (2002). 
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A formação das EROs ocorre pela mitocôndria, tratando-se de um processo fisiológico 

contínuo que ocorre em condições anaeróbicas e por enzimas envolvidas em reações de 

óxido-redução em outros compartimentos celulares. Tem sido estabelecido que cerca de 1-2% 

do oxigênio consumido pela mitocôndria sofre redução univalente, produzindo o ânion 

superóxido (O2
•) em nível da coenzima Q e do complexo NADH-CoQ redutase (CARDOSO, 

2002).  

Além das espécies reativas de oxigênio, outros radicais livres estão envolvidos nos 

processos biológicos, tais como: complexo de metais pesados de transição (Fe+3)/(Fe+2) e 

(Cu+2)/(Cu+), radicais de carbono (triclorometila), radicais de enxofre (tiol), radicais de 

nitrogênio (fenildiazina e óxido nítrico) (SOARES, 2002). 

Muitas são as alterações causadas por estes radicais, a peroxidação lipídica, por 

exemplo, é uma reação de oxidação nos ácido graxos da membrana lipoprotéica, afetando sua 

integridade estrutural e funcional, alterando sua fluidez e permeabilidade. Abrange três 

etapas: a iniciação, propagação e terminação. Na etapa da iniciação, o radical hidroxila (OH•) 

é capaz de retirar um átomo de hidrogênio de um grupo metileno. A formação deste radical dá 

início à etapa de propagação, por combinar-se com o O2, formando radicais peróxido. Este, 

por sua vez, é capaz de retirar um hidrogênio de outra molécula de lipídio, dando 

continuidade da reação em cadeia. O término da reação pode ocorrer por diferentes caminhos 

(MELO; GUERRA, 2002), conforme pode ser observado na figura 7. 

 

1) Iniciação:  OH• + RH → R•+ H2O 

2) Propagação:  R• + O2
 → ROO• 

    ROO• + RH → ROOH + R• 

3) Término:  2 R• → RR 

    ROO• + R• → ROOR 

    2ROO• → ROOOOR 

Figura 7 - Autoxidação de ácidos graxos poliinsaturados. 

Fonte: Melo e Guerra (2002). 

 

Os radicais livres podem, também, provocar modificações nas proteínas celulares, 

resultando em sua fragmentação, cross linking, agregação e, em certos casos, ativação ou 

inativação de certas enzimas. A reação de radicais livres com ácidos nucléicos também foi 

observada, gerando mudanças em moléculas de DNA e acarretando certas aberrações 
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cromossômicas (SOARES, 2002). Pode-se citar também, a ação tóxica resultante de altas 

concentrações de íon superóxido e peróxido de hidrogênio (HALLIWEL, 1996). 

O organismo humano dispõe de um mecanismo de defesa formado por diferentes 

antioxidantes (superóxido dismutase, glutationa, catalase) e outros como vitamina E, ácido 

ascórbico, betacaroteno, que provêm da dieta alimentar (HASLAM, 1996). 

Algumas vezes, estas substâncias não conseguem deter de maneira eficaz os radicais 

livres, dizendo-se, portanto, que o organismo encontra-se em estado de estresse oxidativo, o 

qual representa um aumento na concentração de radicais livres, por diminuição das defesas 

orgânicas, por elevação da produção de radicais livres ou a combinação das duas condições 

(LLESUY, 2002). 

Todos estes problemas relacionados com os radicais livres têm levado a inúmeras 

pesquisas, na tentativa de se encontrar substâncias comprovadamente antioxidantes, que 

poderiam minimizar os efeitos relatados. 

Os antioxidantes são classificados em primários e secundários, de acordo com seu tipo 

de ação. Podem ser sintéticos ou naturais, de acordo com a origem. Agem em pequenas 

concentrações, quando comparados com o substrato oxidável, prevenindo significantemente, a 

oxidação do mesmo (HALLIWELL, 1996). 

Os antioxidantes verdadeiros (primários) agem interrompendo a cadeia da reação 

através de doação do elétron ou hidrogênio aos radicais livres, transformando-os em 

compostos estáveis. Vários antioxidantes agem desta maneira como: butil-hidróxianisol, butil-

hidróxitolueno, ésteres do ácido gálico, t-butil-hidroquinona, tocoferol e flavonóides. Os 

antioxidantes secundários agem retardando a etapa da auto-oxidação por diferentes 

mecanismos que incluem: complexação com metais, seqüestro de oxigênio e decomposição 

de hidroperóxidos (GORDON, 1990). 

 

2.4.1.2 Antioxidantes naturais 

O interesse pela descoberta de novos e seguros antioxidantes de fontes naturais têm 

aumentado, principalmente, para prevenir a deterioração de alimentos e para minimizar o 

dano oxidativo às células vivas. O uso de antioxidantes sintéticos têm diminuído devido a 

suspeita de atividade como promotores de carcinogênese, bem como devido à rejeição de 

aditivos sintéticos em alimentos. O papel de antioxidantes dietários e seus benefícios para a 

saúde tem atraído grande atenção nos últimos anos, especialmente, os extraídos de plantas 

(CARVALHO, 2004). 
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O interesse pelos antioxidantes naturais intensificou-se a partir da década de 80, 

devido aos estudos que comprovaram os efeitos tóxicos de doses elevadas de antioxidantes 

sintéticos (butil-hidróxitolueno, butil-hidróxianisol e t-butil-hidroquinona). Efeitos sobre o 

peso do fígado e marcada proliferação do retículo endoplasmático foram observados 

(DURAN; PADILLA, 1993). 

A maioria das substâncias naturais, com exceção do tocoferol, deve sua ação 

antioxidante à presença de hidroxilas fenólicas. A maioria dessas substâncias possui grupos 

funcionais ativos na posição orto, enquanto nos antioxidantes sintéticos, com exceção dos 

galatos, esses grupos encontram-se na posição para, mas, não possuindo por este motivo, 

mudança na ação dos mesmos (Figura 8). 

 

 
Figura 8 – Exemplos de antioxidantes sintéticos e naturais. 
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Estudos recentes tem demonstrado que vários extratos de plantas exercem ação 

antioxidante, sendo que, as substâncias fenólicas compreendem o principal grupo de 

antioxidantes de origem vegetal (CARVALHO, 2004). 

Os antioxidantes fenólicos funcionam como seqüestradores de radicais e algumas 

vezes como quelantes de metais (SANTOS; MELLO, 2003), e a ação engloba tanto a etapa da 

iniciação quanto a de propagação (SOARES, 2002). 

O uso terapêutico destes, requer que sejam determinados seus efeitos sobre diferentes 

moléculas biológicas. Por isso, muito embora extratos de plantas tenham sido consagrados 

pelo uso, é necessário que trabalhos científicos analisem tais propriedades aliando eficácia à 

baixa toxicidade dos mesmos. (CARVALHO, 2004). 

 

2.4.1.3 Substâncias fenólicas e atividade antioxidante 

Todos os taninos apresentam atividade antioxidante, principalmente a de inibição da 

oxidação de ácido ascórbico catalizada por cobre II. Já o ácido elágico, derivado obtido da 

condensação de duas unidades de ácido gálico, demonstra apresentar inibição da peroxidação 

lipídica nos microssomas de fígado de ratos numa concentração de 5x10-4 mol l-1 além de 

apresentar atividades antimutagênica e anticarcinogênica (CARVALHO, 2004). 

Estudos recentes mostram que vários taninos atuam como captadores de radicais, os 

quais interceptam o oxigênio ativo formando radicais estáveis. Por exemplo, nas seguintes 

situações: o bloqueio da peroxidação de lipídeos em mitocôndrias hepáticas; o bloqueio da 

lipoxigenase em leucócitos; o bloqueio da xantinoxidase e a repressão da formação de radicais 

de ânion superóxido assim como dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). Dessa 

forma os taninos teriam uma possível importância na prevenção e tratamento de doenças 

causadas pela peroxidação de lipídeos (SCHOLZ, 1994). 

A epicatequina, via oral, demonstrou promover aumento da atividade das defesas 

antioxidantes no plasma de ratos, comparados com o controle. Esse estudo faz parte da 

pesquisa sobre a atividade antioxidante de taninos de Hamamelis virginiana L. para 

determinação da atividade antioxidante realizada por Masaki, Atsumi e Sakurai (1994). 

A microalga Spirulina maxima, muito usada na alimentação como suplemento 

alimentar por ser constituída por proteínas, minerais, vitaminas e compostos fenólicos 

apresentou atividade antioxidante, segundo Miranda et al. (1998). 

Moreira et al. (2002) observaram atividade antioxidante in vitro de frações isoladas de 

Pseudopiptadenia contortal Rauschert, contendo ácido gálico, epicatequina e galatos de 

catequina. 
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Osakabe et al. (2000) e Hatano et al. (2002) estudaram o extrato de sementes de cacau 

(Teobroma cacao L.), apresentando efeito antioxidante devido as proantocianidinas presentes 

no extrato. Negro, Tommasi e Miceli (2003) obtiveram o mesmo resultado com as 

proantocianidinas isoladas do vinho. 

No trabalho realizado por Oliveira et al. (2002) a atividade antioxidante da quercetina 

foi relatada como moduladora das espécies reativas de oxigênio (EROs), por células 

fagocitárias em lesões crônicas, coincidindo com as afirmações de Fernandez et al. (2002). 

Fenglin et al. (2004) em seu trabalho com extrato metanólico das folhas frescas de 300 

plantas medicinais chinesas, encontraram 56 espécies, ricas em taninos e flavonóides, com 

grande capacidade de seqüestro de radicais livres. 

Os antioxidantes vegetais são de natureza muito variada, mas os compostos fenólicos 

têm sido apontados como responsáveis por maior capacidade antioxidante, sendo 

representados pelos flavonóides e isoflavonóides, taninos, lignanas, xantonas e outros. 

Pietta (2000) em sua revisão sobre flavonóides como antioxidantes, faz referência ao 

trabalho de Bors et al. (1990) os quais afirmam que as propriedades antioxidantes destes 

compostos dependem da estrutura e dos substituintes nos anéis heterocíclico e B. 

Antolovich et al. (2002) em uma revisão sobre os métodos para testar atividade 

antioxidante, afirmam que os diferentes ensaios podem ser realizados in vivo e in vitro, sendo 

necessário para o desenvolvimento dos mesmos estabelecer modelos de indução de oxidação, 

selecionar o agente indutor do dano oxidativo e o modo de se mensurar o efeito exercido pelo 

antioxidante ou sua extensão. Observam ainda que a maioria dos ensaios utiliza o 

envolvimento da oxidação acelerada, os quais envolvem a adição de um agente iniciador 

(temperatura, agitação, pressão parcial de O2, metais de transição, exposição à luz) e uma 

fonte de radicais livres específica. Esses radicais são, então, oxidados sob condições 

padronizadas e o grau de oxidação ou sua extensão é medido. 

Cada método possui uma forma de expressar o resultado de forma direta ou indireta, 

através da medida da razão ou extensão de: a) decréscimo do substrato ou pesquisa do 

consumo de oxigênio; b) formação de produtos de oxidação ou c) formação ou decréscimo de 

pesquisas de radicais livres. 

 

2.4.1.4 Métodos para avaliação de atividade antioxidante 

Existem diversas metodologias disponíveis para detectar a capacidade antioxidante. 

O método de seqüestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) tem sido 

extremamente utilizado para avaliar a atividade de seqüestro de radicais livres de 
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antioxidantes naturais. Vários componentes fitoquímicos (flavonóides, fenilpropanóides, 

ácidos fenólicos) são conhecidos pela sua capacidade antioxidante em frutas e vegetais. O 

seqüestro de radicais livres é geralmente tido como o responsável por inibir a peroxidação 

lipídica (PELLATI et al., 2004). 

Este ensaio é baseado na redução de uma solução alcoólica de DPPH, na presença de 

um doador de hidrogênio (antioxidante), devido a formação de uma forma não radical livre 

(DPPH-H) (Figura 9). 
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H
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Figura 9 – Estrutura do DPPH•: radical livre (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e reduzido (difenil 

picrilhidrazina). 

Fonte: Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995). 

 

O DPPH• remanescente é medido a 517 nm após 30 min. O decréscimo da absorvância 

corresponde inversamente à atividade de seqüestro do radical livre da amostra, acompanhada 

simultaneamente de mudança de coloração violeta escura original do radical para uma 

coloração amarela do produto oxidado (PELLATI et al., 2004). 

O método é simples, rápido e sensível, utiliza reagentes de custo relativamente baixo, 

não faz uso de instrumentos sofisticados e não envolve condições drásticas de temperatura e 

oxigenação (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999). 

Os mecanismos de reação entre os compostos fenólicos e o radical DPPH foram 

descritos por Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995). Estes parecem envolver, de forma 

isolada ou combinada, a dimerização por acoplamento oxidativo de dois radicais formados, 

seguida da regeneração de dois grupos hidroxila pela transferência do hidrogênio, podendo 

novamente reagir com DPPH e, por último, um radical de DPPH pode se estabilizar com um 

radical arila (Figura 10). 
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Figura 10 – Mecanismo de ação provável entre o radical DPPH e substâncias fenólicas 

(a=dimerização e b= estabilização de um radical DPPH). 

Fonte: Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995). 

 

A forma de expressar os resultados como a capacidade de sequestrar/reduzir o radical 

DPPH, pode ser apresentada de formas variadas, dificultando as comparações. Podem-se 

expressar os resultados em forma de porcentagem (HOLLEY; CHEESEMAN, 1993; LU; 

FOO, 2001; CHOI et al., 2002), pelo valor de IC50, a qual mede a quantidade de substância 

antioxidante necessária para reduzir em 50% a concentração inicial de DPPH, e também, pelo 

poder antioxidante ou anti-radicalar, o qual expressa a relação inversa da IC50 (BRAND-

WILLIANS; CUVELIER; BERSET, 1995). 

Outro teste freqüentemente usado para avaliar a capacidade antioxidante é o método 

do fosfomolibdato, o qual baseia-se na redução do Mo+6 para Mo+5 com subseqüente 

formação de um complexo fosfato-Mo+5 de cor verde. Em contraste com o método do DPPH• 

acima descrito, esta reação se processa a temperaturas elevadas e por tempo prolongado 

(PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). 

O teste do ácido tiobarbitúrico é igualmente bastante utilizado para avaliar a 

capacidade antioxidante de algumas substâncias. Segundo a técnica preconizada por Ruberto 
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et al. (2000) e Dasgupta e De (2004), emprega-se o ácido tiobarbitúrico (TBA) para detectar 

oxidação lipídica, usando gema de ovo homogeneizada como meio rico em lipídeo. 

Lipídios de gema sofrem rápida peroxidação não-enzimática quando incubados na 

presença de sulfato ferroso. Um dos principais produtos formados no processo oxidativo é o 

malonaldeído (MA), um aldeído com 3 átomos de carbono. Neste ensaio uma molécula de 

MA reage com duas moléculas de TBA para formar um complexo de cor rosa, o qual absorve 

a 532 nm. A reação ocorre em meio ácido (pH 1-2) e em alta temperatura (95 oC), no sentido 

de aumentar a sua velocidade e sensibilidade. A adição do solvente orgânico n-butanol, 

diminui a interferência de aldeídos não oriundos da lipoperoxidação.  

Neste teste, a presença de uma amostra com atividade antioxidante promove inibição 

da peroxidação, impedindo a formação do malonaldeído e conseqüente reação com o ácido 

tiobarbitúrico (TBA). 

O teste TBARs é considerado um teste sensível, preciso, porém pouco específico já 

que o ácido tiobarbitúrico pode reagir com outras substâncias presentes na amostra, sendo 

considerado um bom teste quando aliado à outros como o teste do DPPH e do fosfomolibdato. 

Em função de todas as atividades relatadas na Revisão de Literatura, bem como do 

potencial químico ainda não totalmente elucidado de extratos das folhas de Maytenus ilicifolia 

Mart. ex Reiss., este trabalho justifica-se nos aspectos que se fundamentam nos objetivos. 
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo deste trabalho foi realizar a análise fitoquímica de uma fração 

semipurificada obtida das folhas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. (Celastraceae), com o 

fim de isolar e identificar taninos condensados e avaliar a capacidade antioxidante do extrato 

bruto, fração acetato de etila, fração aquosa e substâncias químicas isoladas. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Isolar e identificar taninos condensados de uma fração semipurificada obtida das 

folhas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. 

- Caracterizar a matéria-prima vegetal, realizando análises para o controle de 

qualidade da espécie vegetal. 

- Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos bruto, semipurificado e das 

substâncias isoladas, através de teste do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). 

- Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos bruto e semipurificado através do 

teste da redução do complexo fosfomolibdênio; 

- Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos bruto e semipurificado através do 

teste do ácido tiobarbitúrico. 



 44

4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 EQUIPAMENTOS 

• Aparelho de espectroscopia de ressonância magnética nuclear Varian, mod. Mercury 

Plus, 300 MHz 

• Balança analítica AND HR-200 

• Balança analítica Gehaka 2000 

• Balança Metler Toledo AT 201 

• Balança semi-analítica Marte AL-500 

• Banho-maria – Fanem Mod 120/3 

• Banho-maria – Marte MB 

• Bomba a vácuo Vaccubrand Labortechnik tipo MZ 2C 

• Bomba de vácuo – IBAV BRD4 

• Câmara de UV 365 nm – Germetec 

• Câmera fotográfica digital Sony-Cybershot modelo DSCW1 5.1 Mega pixels 

• Coletor de frações – ISCO Modelo 328 

• Coletor de frações – Pharmacia Biotech FRAC-200 

• Espectrofotômetro UV/VIS Cary 1E Varian 

• Estufa de ar circulante Quimis mod.Q-314D292 

• Evaporadores rotatórios Buchi R-114, R-153 e R-3000V 

• Liofilizadores Christh Alpha 1-2, Alpha 1-4, Alpha 1-4 LD e Beta 1-16 

• Máquina de gelo – Everest refrigeração mod. EGC 50 

• Moinho de facas Tecnal TE-048 

• Ultra-som Unique-USC 1540, 25 KHz 

• Ultra-turrax UTC 115 KT 

• Vortex mod. AP-56 
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4.2 SOLUÇÕES, SOLVENTES E REAGENTES 

Todos os solventes e reagentes empregados possuíam grau de pureza pró-análise (p.a.) 

das marcas Synth, J. T. Baker, Mallinckrodt®, exceto quando especificado. 

• Acetato de etila 

• Acetona 

• Acetona:água (7:3; v/v) 

• Ácido acético glacial 

• Ácido clorídrico 

• Ácido fórmico 

• Ácido tiobarbitúrico (Acrós) 

• Anidrido acético 

• n-Butanol 

• Cromatofolhas contendo gel de sílica F254 (Merck) 

• DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) Fluka 

• Etanol 

• Etanol 95 °GL Ilha 

• Gel de sílica PF254 (Merck) 

• Gema de ovo como fonte de lipídeos 

• Metanol 

• Nitrogênio líquido 

• Piridina 

• Pó de pele levemente cromado Freiberg 

• Reagente de Folin-Ciocalteau 2 mol l-l Laborclin 

• Sephadex LH-20 Fluka 

• Solução de ácido sulfúrico 0,6 M 

• Solução aquosa de carbonato de sódio a 14,06% 

• Solução etanólica de cloreto férrico a 1% 

• Solução fosfato de sódio 28 mM 

• Solução molibdato amônio 4 mM 

• Solução sulfato ferroso 0,07 M 

• Tolueno 
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4.3 COLETA DO MATERIAL VEGETAL 

A coleta do material vegetal foi realizada no município de Marialva, PR 

(S23°28´46,7”; W51º77’41,5”; altitude: 621 m), no mês de novembro de 2004, deixando 

secar à temperatura ambiente por 12 dias. Após a secagem, as folhas foram pulverizadas em 

moinho de facas. Um exemplar foi encaminhado ao herbário HUEM (Herbário da 

Universidade Estadual de Maringá). 

 

4.4 CONTROLE DE QUALIDADE DA MATÉRIA-PRIMA VEGETAL 

As técnicas utilizadas para a avaliação da qualidade da droga vegetal foram realizadas 

segundo normas farmacopéicas existentes na Farmacopéia Brasileira (2000) e em outras 

Farmacopéias, assim como outras técnicas não farmacopéicas. 

 

4.4.1 Análises físico-químicas 

4.4.1.1 Determinação da perda por secagem  

Cerca de 2,0 g exatamente pesados da droga vegetal foram colocados a secar à 

temperatura ambiente, com ausência de luminosidade. Foram pesados diariamente até peso 

constante. Os resultados foram expressos em perda de substâncias voláteis e/ou água 

percentual, através da média de cinco determinações (MELLO; PETROVICK, 2000). 

 

4.4.1.2 Determinação da perda por dessecação  

Aproximadamente 2 g da droga vegetal, exatamente pesados, foram colocadas em, 

pesa-filtros previamente tarados, sendo dessecadas em estufa a 105 °C, até peso constante. Os 

valores representam a média de 3 determinações e são expressos em porcentagem (%; p/p) 

(FARMACOPÉIA, 1988). 

 

4.4.1.3 Determinação do teor de extrativos  

Foram pesados exatamente cerca de 1,0 g da droga vegetal, que foi submetida à decocção com 

100,0 ml de água, durante 10 min. Após o resfriamento, a solução foi transferida para balão 

volumétrico e o volume completado a 100,0 ml. Após filtração em papel filtro, os primeiros 

20,0 ml foram desprezados. Foi pesada uma alíquota equivalente a 20,0 g, em pesa-filtro 

previamente tarado, e levado à evaporação até secura em banho-maria, sob agitação. O pesa-

filtro contendo o resíduo foi colocado em estufa, à temperatura de 105 °C por 2 h, resfriado 

em dessecador e pesado (MELLO; PETROVICK, 2000). 
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O teor de extrativos foi calculado em massa percentual, pela média de três 

determinações segundo a equação: 

m
FDgTE 100..

=  

 

Onde :  TE= teor de extrativos (%; m/m) 

g= massa de resíduo seco 

m= massa da amostra (g) 

FD= fator de diluição (5) 

 

4.4.1.4 Determinação do teor de taninos totais  

Uma amostra de 0,750 g de droga pulverizada, exatamente pesada, foi transferida para 

erlenmeyer com 150 ml de água, deixando-se durante 30 min em banho-maria à temperatura 

de 80-90 °C. Após, resfriou-se o erlenmeyer em água corrente sendo transferido, seu 

conteúdo, para balão volumétrico de 250,0 ml, lavando-se e completando-se o volume com 

água. Tomou-se cerca de 80 ml do extrato e filtrou-se através de papel-filtro, desprezando-se 

os primeiros 50 ml. O filtrado foi denominado de solução-mãe (SM). 

 Para a determinação de polifenóis totais (PT), 5 ml da solução-mãe foram diluídos 

com água em balão volumétrico de 25,0 ml. Dois mililitros dessa solução foram transferidos 

com 1 ml de solução de ácido fosfotúngstico R (Reagente Fenólico de Folin-Ciocalteau) e 10 

ml de água para balão volumétrico de 25,0 ml, completando-se o volume com solução de 

carbonato de sódio a 14,06%. Após 15 min da adição da última solução mediu-se a 

absorvância a 691 nm, empregando-se a água como branco. Para determinação de polifenóis 

não adsorventes (PNA), 10 ml da SM foram transferidos com 0,100 g de pó-de-pele R para 

béquer e agitados durante 60 min. Após filtrou-se a solução. Cinco mililitros do filtrado foi 

diluído com água para 25,0 ml em balão volumétrico. Dois mililitros dessa solução foram 

transferidos com 1 ml de solução de ácido fosfotúngstico R (Reagente Fenólico de Folin-

Ciocateau) e 10 ml de água para balão volumétrico de 25 ml completando-se o volume com 

solução de carbonato de sódio a 14,06%. Após 15 min da adição da última solução mediu-se a 

absorvância a 691 nm, empregando-se a água como branco. O conjunto de operações 

(extração e diluições) foi realizado sob proteção da ação da luz direta (GLASL, 1983) 
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 A porcentagem de taninos totais foi calculada segundo as fórmulas: 

 

 
1000.m

Abs 15625.PT =   
1000.m

15625.AbsPNA =   PNA - PTTT =  

 

Onde:  PT = Polifenóis totais (%) 

  PNA = Polifenóis não adsorventes 

  Abs = Absorvância medida 

  m = massa da droga em g 

  TT = teor de taninos totais (%) 

 

4.5 PROCESSO DE DESENGORDURAMENTO 

As folhas moídas foram submetidas ao processo de maceração dinâmica com n-

hexano em frasco âmbar, na concentração de 10% (p/v) por 10 dias. Durante este período o 

solvente foi renovado a fim de aumentar a eficiência do processo. A planta foi retirada do 

frasco e seca em capela. 

 

4.6 PREPARAÇÃO DE EXTRATOS 

4.6.1 Extrato bruto (EB) 

O extrato foi preparado na proporção 10% (m/v) utilizando acetona:água 7:3 (v/v) 

como líquido extrator, em Ultra-turrax durante 20 min, com controle de temperatura (≤ 40 

°C) (MELLO et al., 1996a). Após, o extrato foi filtrado em pano filtro de nylon com diâmetro 

de poros de 10 µm e algodão, com auxílio de uma bomba a vácuo. Após, foi concentrado em 

evaporador rotatório sob pressão reduzida, com temperatura abaixo de 40 °C para eliminação 

do solvente orgânico. O extrato concentrado permaneceu em freezer durante 10 dias para 

decantação da clorofila restante, após foi descongelado à temperatura ambiente e filtrado para 

separação da clorofila. O extrato concentrado foi congelado em nitrogênio líquido e 

liofilizado obtendo-se o extrato bruto de Maytenus ilicifolia. 

 

4.6.2 Fração acetato de etila (FAE) e fração aquosa (FAQ)  

Cinqüenta gramas de extrato bruto de Maytenus ilicifolia foram resuspensos em 500 

ml de água e particionado com 500 ml de acetato de etila (5 vezes). A fase aquosa (FAQ) e a 

acetato de etila (FAE) foram separadas, concentradas em evaporador rotatório, sob pressão 
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reduzida, até eliminação completa do solvente orgânico, congeladas em nitrogênio líquido e 

liofilizadas. 

 

4.7 MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS 

Na obtenção de frações semipurificadas, auxiliando o isolamento de substâncias 

químicas, foram empregados alguns métodos cromatográficos. 

 

4.7.1 Cromatografia em coluna (CC) da fração acetato de etila  

A cromatografia em coluna (CC) foi utilizada na separação da fase acetato de etila. 

Empregou-se uma coluna de vidro (h: 750 mm, ∅ : 55 mm) contendo Sephadex LH-20 

como fase estacionária. A coluna após limpeza apropriada com acetona:água (7:3 v/v) para 

eliminação de prováveis resíduos anteriores e estabilização em ácido acético a 2%, foi 

novamente estabilizada com o primeiro solvente da fase móvel a ser utilizado, álcool 20%. 

Aplicaram-se 16,19 g da fase acetato de etila, que foram previamente ressuspensos em etanol 

20%, no topo da coluna com auxílio de pipeta Pasteur. Todos os solventes foram eluídos de 

forma ininterrupta em proporção volumétrica (tabela 1). 

 

Tabela 1 – Gradiente de fase móvel utilizada para CC da FAE. 
Fase móvel Volume (ml) 

Etanol 20% 2570 

Etanol 30% 6500 

Etanol 40% 2330 

Etanol 50% 1380 

Metanol:água (1:1) 2100 

Acetona:água (7:3) 3000 

 

Foram recolhidos 10 ml em cada tubo de ensaio com fluxo de 1 ml/min. O 

monitoramento das frações foi realizado através de cromatografia em camada delgada (CCD) 

(seção 4.7.3) a cada 10 tubos. Obtiveram-se 26 frações, que foram reunidas por semelhança 

conforme perfil da CCD. Cada fração foi concentrada em evaporador rotatório sob pressão 

reduzida até total eliminação do solvente orgânico, congelada em nitrogênio líquido e 

liofilizada (MELLO et al., 1996b). 
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4.7.2 Cromatografia em coluna das subfrações 

Algumas das 26 frações obtidas a partir da fração acetato de etila foram submetidas a 

sucessivas cromatografias em colunas (CC) (h: 320 mm, ∅ 30 mm; h: 400 mm, ∅ 25 mm; h: 

600 mm, ∅ 15 mm) contendo Sephadex LH-20, com fluxo de 1 ml/min e uma seqüência de 

fase móvel variável: etanol 3%, etanol 6%, etanol 9% e assim sucessivamente até etanol 40%. 

O monitoramento das frações foi realizado por cromatografia em camada delgada (seção 

4.7.3) sendo as frações reunidas por similaridade, concentradas em evaporador rotatório e 

liofilizadas. 

 

4.7.3 Cromatografia em camada delgada (CCD) 

O acompanhamento das cromatografias em coluna (CC) foi realizado através da 

cromatografia em camada delgada (CCD). Para isso foram utilizadas cromatofolhas de 

alumínio contendo gel de sílica 60 F254 (Merck), com 0,200 mm de espessura. Utilizou-se 

como fase móvel acetato de etila: ácido fórmico: água (90:5:5; v/v). Após a eluição e secagem 

em capela da placa, observou-se sob lâmpada de ultravioleta à 254 nm e, em seguida, utilizou-

se como revelador solução de cloreto férrico a 1% em etanol. 

 

4.7.4 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) 

As substâncias isoladas passaram por um processo de derivatização química por 

acetilação (seção 4.8). As amostras acetiladas foram aplicadas em placas de CCDP (no 

máximo 30 mg substância/placa), na forma de linha com auxílio de uma pipeta Pasteur e 

algodão. 

As placas para CCDP constituem-se de placas de vidro de 20x20 cm preparadas no 

laboratório. As placas foram limpas com acetona e recobertas com uma suspensão de gel de 

sílica PF254 contendo gesso (Merck) na proporção de 72 g sílica para 240 ml de água, com 

espessura de 0,75 mm. A fase móvel empregada foi tolueno:acetona (7:3; v/v). Antes do uso, 

as placas foram ativadas, colocando-se durante 10 min em estufa a 100 °C. 

As bandas correspondentes às substâncias foram demarcadas sob luz UV à 254 nm, 

medindo-se o valor de Rf para cada substância. Em seguida raspou-se a área e filtrou-se sob 

pressão reduzida com acetona e com auxílio de um funil de vidro sinterizado G4. Após a 

filtração, o solvente orgânico foi concentrado em evaporador rotatório sob pressão reduzida e 

a amostra deixada em capela à temperatura ambiente para completa eliminação do solvente, 

sendo posteriormente congelada e liofilizada. 
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4.8 DERIVATIZAÇÃO  

Em balão de fundo redondo de 100 ml, para até 100 mg da fração desejada, 

adicionaram-se 1 ml de anidrido acético e 1 ml de piridina, seguindo esta ordem de adição. 

Agitou-se levemente, fechou-se com tampa e cobriu-se o balão com papel alumínio, 

deixando-se em repouso, à temperatura ambiente, por 24 h. Após esse período foi colocado 

dentro do balão gelo picado e o balão foi imerso em gelo para auxiliar no resfriamento, por 

um período de 2 h. Após esse tempo, filtrou-se sob vácuo em filtro sinterizado G4, lavando-se 

com água destilada fria em abundância para eliminação da piridina. O precipitado obtido no 

filtro sinterizado G4 foi solubilizado em acetona, e o solvente orgânico eliminado por 

concentração em evaporador rotatório sob pressão reduzida. A substância acetilada foi 

congelada e liofilizada (MELLO et al., 1996a). 

 

4.9 ELUCIDAÇÃO ESTRUTURAL 

A análise estrutural das substâncias puras foi realizada através de métodos 

espectroscópicos de ressonância magnética nuclear (RMN) 1D (1H, 13C), 2D (1H/1H COSY, 

HSQC, HMBC), empregando-se solventes deuterados (CD3OD e CDCl3), ópticos ( [ ] °20
Dα ) e 

espectrometria de massas (EM). Os espectros das substâncias foram obtidos no Departamento 

de Química da Universidade Estadual de Maringá e foram analisados e comparados com 

dados da literatura. Os espectros de massas foram obtidos junto ao Instituto de Química 

Orgânica da Universidade de Münster, Alemanha. 

 

4.10 ROTAÇÃO ÓTICA (POLARIMETRIA) 

A determinação da rotação ótica ([ ] °20
Dα ) das substâncias isoladas e acetiladas sucedeu-

se empregando acetona (grau espectroscópico) a 20 °C. Para a determinação do valor, 

empregou-se a equação 1. 

[ ]
clD .
.10020 αα =°  

α = rotação ótica obtida em graus a 20 ± 0,5 °C 

l = comprimento da cubeta do polarímetro em dm 

c = concentração da substância em porcentagem (m/v) 
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4.11 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE 

4.11.1 Método do radical DPPH 

A capacidade do extrato bruto, fração semipurificada e substâncias isoladas atuarem 

como agente redutor em estabilizar o radical livre 2,2-difenil-1-picrihidrazila (DPPH•) foi 

avaliada de acordo com o método de Amarowicz et al. (2004) que cita Hatano et al. (1989), 

com algumas modificações. O extrato (5 mg) foi dissolvido em 10 ml de metanol, e 

sucessivas dissoluções foram feitas para se obter as concentrações desejadas. 

Utilizaram-se para as frações extrato bruto, fração aquosa e fração acetato de etila: 0,1 

mg/ml; 0,02 mg/ml; 0,01 mg/ml; 0,005 mg/ml; 0,0025 mg/ml, e para substâncias isoladas as 

concentrações foram determinadas de acordo com o peso molecular, portanto, para 

epicatequina: 14,5 µg/ml (50 µM); 11,6 µg/ml (40 µM); 8,7 µg/ml (30 µM); 5,8 µg/ml (20 

µM); 2,9 µg/ml (10 µM); 1,45 µg/ml (5 µM); 0,725 µg/ml (2,5 µM); 0,3625 µg/ml (1,25 

µM); 0,18125 µg/ml (0,625 µM); para catequina: 5,8 µg/ml (20 µM); 2,9 µg/ml (10 µM); 

1,45 µg/ml (5 µM); 0,725 µg/ml (2,5 µM); 0,3625 µg/ml (1,25 µM); 0,18125 µg/ml (0,625 

µM); para epigalocatequina e galocatequina (a amostra utilizada foi o padrão de 

galocatequina): 4,59 µg/ml (15 µM); 3,06 µg/ml (10 µM); 1,53 µg/ml (5 µM); 0,765 µg/ml 

(2,5 µM); 0,3825 µg/ml (1,25 µM); 0,19125 µg/ml (0,625 µM); para epicatequina-(4β→8)-

catequina: 5,78 µg/ml (10 µM); 2,89 µg/ml (5µM); 1,445 µg/ml (2,5 µM); 0,7225 µg/ml 

(1,25 µM); 0,36125 µg/ml (0,625 µM); para epicatequina-(4β→8)-epicatequina: 5,78 µg/ml 

(10 µM); 2,89 µg/ml (5 µM); 1,445 µg/ml (2,5 µM); 0,7225 µg/ml (1,25 µM); 0,36125 µg/ml 

(0,625 µM). Todas as amostras foram diluídas em metanol. 

Após, adicionou-se à solução metanólica de DPPH• (1 mmol l-1: 0,125 µl para cada 1 

ml da amostra a ser testada). A mistura foi agitada por 15 s e deixada em repouso por 30 min 

em temperatura ambiente. A absorvância da solução resultante foi lida no espectrofotômetro 

em 517 nm. Como branco utilizou-se 2 mg de BHT (butil-hidróxi-tolueno) dissolvido em 4 

ml de metanol com 0,5 ml de solução de DPPH• (1 mmol l-1), e como controle negativo 375 

µl de solução de DPPH• (1 mmol l-1) em 3 ml de metanol, sendo o controle negativo o 

primeiro a ser lido da bateria. A leitura é baseada na capacidade que o extrato tem de 

descolorir a solução de DPPH•, ocorrendo decaimento da absorvância. A atividade 

seqüestradora de radicais (ASR) foi calculada como uma percentagem de DPPH• descolorido 

usando a equação: 
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% ASR = (Abs. cont – Abs. amostra/ Abs. cont) x 100 

 

Onde: Abs. cont: absorvância do controle negativo 

Abs. amostra: absorvância da amostra. 

 

Os resultados foram expressos em termos de IC50 (concentração de amostra necessária 

para inibir 50% dos radicais livres presentes na solução de DPPH•). 

 

4.11.2 Determinação da atividade antioxidante pelo método do fosfomolibdato 

Os testes foram baseados na técnica de Prieto, Pineda e Aguilar (1999) e Hirata 

(2004), onde foram feitas soluções teste com as diferentes amostras, tendo estas uma 

concentração de 200 µg/ml. Utilizou-se 0,3 ml destas soluções teste com 3 ml de reagente 

(solução de ácido sulfúrico 0,6 mol l-1, fosfato de sódio 28 mmol l-1; molibdato amônio 4 

mmol l-1 em água destilada), que foram incubados em banho-maria a 95 °C/90 min. Como 

branco usou-se 0,3 ml de metanol com 3 ml de reagente. Após resfriamento a temperatura 

ambiente, as amostras e o branco foram lidas em espectrofotômetro a 695 nm, utilizou-se 

metanol para zerar o espectrofotômetro. A atividade antioxidante foi calculada com base na 

taxa de formação do complexo de fosfomolibdênio em relação ao padrão (vitamina C) de 

valor de referência 1,00 (equivalente a 100%): 

 

% F = (Abs. A – Abs. B / Abs. Vit. – Abs. B) x 100 

 

Onde: % F: taxa de formação do complexo de fosfomolibdênio em relação a vitamina C 

Abs. A: absorção da amostra  

Abs. B: absorção do branco 

Abs. Vit.: absorção da vitamina C 

 

4.11.3 Determinação da atividade antioxidante por TBARS 

Este método foi realizado conforme as técnicas de Ruberto, Baratta e Dorman (2000) e 

Dasgupta e De (2004), as quais empregam o ácido tiobarbitúrico (TBA) para detectar 

oxidação lipídica. Utilizou-se 0,5 ml a 10% (p/v) de gema de ovo (rico em lipídios) com 0,1 

ml da amostra solubilizados em metanol (1; 0,8; 0,6; 0,3 e 0,1 mg/ml) e completando um 

volume de 1 ml com água destilada, após homogenização acrescenta-se 0,05 ml FeSO4 (0,07 
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mol l-1) incubando por 30 min, a seguir acrescenta-se 1,5 ml de ácido acético 20% e 1,5 ml 

TBA 0,8% (p/v) em 1,1% SDS (sulfato dodecil de sódio) (p/v) agita-se em vortex e incuba-se 

em banho-maria a 95 °C/60 min. Deixar esfriar, só então acrescentar 5 ml de n-butanol e 

centrifugar à 3000 rpm/10 min, retirar o sobrenadante e ler em espectrofotômetro a 532 nm. 

Os cálculos são expressos em porcentagem de ação inibitória (AI%) na formação do 

malonaldeído: 

 

AI % = (1 - AT/AC) x 100 

 

Onde:  AC: absorvância do controle totalmente oxidado 

AT: absorvância da amostra teste. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 MATERIAL VEGETAL 

As exsicatas da coleta de exemplares de M. ilicifolia realizadas no município de 

Marialva no mês de novembro de 2004 estão depositadas no Herbário da Universidade 

Estadual de Maringá com n. HUEM 10623, e foram identificadas pela Profa. Dra. Ezilda 

Jacomassi 

A correta identificação do vegetal é fator importante em qualquer área, cujo resultado 

reflita na saúde da população, seja na certificação dos estudos e trabalhos realizados com 

plantas, seja previamente ao desenvolvimento de um produto fitoterápico, para o cultivo ou 

coleta sustentável e para os fornecedores de matéria-prima das farmácias de manipulação e/ou 

indústrias. A identificação botânica é a primeira etapa na certificação da matéria-prima, fator 

importante para evitar equívocos e adulterações. 

 

 
Figura 11 - Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss., Marialva, Paraná, Brasil. 

Fonte: autora. 
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  a) 

  b) 

  c) 

Figura 12 – Frutos (a) e folhas (b e c) de Maytenus ilicifolia. 

Fonte: autora.
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5.2 CONTROLE DE QUALIDADE 

A avaliação botânica não assegura por si só a constância do efeito terapêutico, a 

eficácia do vegetal está ligada à sua composição química. As plantas sofrem influências do 

meio e estas podem traduzir-se em alterações qualitativas e quantitativas dos seus 

constituintes químicos, sendo imprescindível considerar fatores de clima, solo, estágio 

vegetativo, para o controle de qualidade da matéria-prima vegetal (MELLO, 1989). Deste 

modo, a qualidade e disponibilidade dos medicamentos fitoterápicos são fatores 

problemáticos, fato que não é observado em relação aos medicamentos sintéticos. Alguns 

parâmetros essenciais para a qualidade das matérias-primas vegetais podem variar, 

dependendo da procedência do material. As variações, principalmente na composição química 

e, em alguns casos na pureza e mesmo nas características fenotípicas ressaltam a importância 

dos estudos de caracterização farmacognóstica, correlacionados com atividade farmacológica. 

Por isso a origem geográfica exata e as condições de cultivo, estágio de desenvolvimento e 

estação do ano, coleta, secagem e armazenamento, bem como de tratamentos com 

agrotóxicos, descontaminantes e conservantes devem ser conhecidos (BRITISH, 1996). 

A caracterização da droga vegetal passa por inúmeras determinações para se 

estabelecer valores ou faixas que permitam a quantificação da droga antes do preparo do 

medicamento. Diversos métodos químicos, físicos e físico-químicos como cromatografia em 

camada delgada, determinação da perda por dessecação, determinação do teor de extrativos e 

a quantificação do teor de substâncias ativas e mesmo as substâncias marcadoras, também são 

utilizadas a fim de caracterizar e padronizar o material vegetal ou mesmo seus extratos. 

Nas análises de matérias-primas é recomendada a realização em triplicata, calculando-

se a média e o coeficiente de variação (FARIAS, 2003). 

 

5.2.1 Perda por secagem 

A presença de água em excesso em drogas vegetais, promove o crescimento de 

bactérias, fungos ou insetos e hidrólise com conseqüente degradação de constituintes 

químicos. Por essa razão, limites de água são descritos para drogas vegetais, especialmente 

para aquelas que facilmente absorvem água ou aquelas no qual a deterioração é promovida 

pela presença de água em excesso, visto que este fato impede o armazenamento por tempo 

prolongado (CARDOSO, 2002). O material vegetal coletado foi seco à sombra, em 

temperatura ambiente (25±3 °C) e local arejado por 12 dias. O valor médio da perda por 

secagem para as determinações foi de 40,39%±1,38 (CV%=3,42) para as folhas de Maytenus 

ilicifolia. 
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5.2.2 Perda por dessecação 

A perda por dessecação foi realizada com a droga seca e moída, determinando-se o 

teor de umidade residual. Este parâmetro é fundamental para se determinar a estabilidade da 

droga frente ao período de armazenamento. A monografia existente na Farmacopéia Brasileira 

(2003), preconiza umidade máxima de 6% para as folhas de Maytenus ilicifolia. 

O resultado da perda por dessecação foi de 10,92%±0,10 (CV%=0,91). 

Os resultados obtidos estão acima dos valores preconizados pela Farmacopéia 

Brasileira (2003). Novas análises devem ser feitas a fim de dirimir dúvidas com relação aos 

resultados obtidos considerando a questão da sazonalidade, secagem e armazenamento da 

droga vegetal que notadamente interfere nos parâmetros analisados. 

As plantas sofrem influências do meio e estas podem traduzir-se em alterações 

qualitativas e quantitativas dos seus constituintes químicos, sendo imprescindível considerar 

fatores de clima, solo, estágio vegetativo, para o controle de qualidade da matéria-prima 

vegetal (MELLO, 1989). 

 

5.2.3 Determinação do teor de extrativos 

A determinação do teor de extrativos é realizada para se conhecer a quantidade de 

substâncias extraíveis em um determinado solvente a partir de uma determinada quantidade 

do material vegetal (WORLD, 1998b; CARDOSO, 2002). A técnica do teor de extrativos, 

preconizada pela OMS (WORLD, 1998b), emprega água como líquido extrator. O resultado 

obtido na determinação do teor de extrativos com as folhas secas foi de 31,60%±0,22 

(CV%=0,72). 

 

5.2.4 Determinação do teor de taninos totais 

O método utilizado para doseamento de taninos totais foi o de Folin-Ciocalteau. 

Vários outros métodos, baseados nas propriedades redutoras, tem sido propostos, tais como os 

métodos baseados na precipitação de taninos com sais metálicos e alcalóides, que são de fácil 

e rápida execução, porém são inespecíficos, sendo os resultados influenciados por outros 

constituintes da droga vegetal (ANDRADE, 1996). 

O método de Folin-Ciocalteau baseia-se na associação dos taninos às proteínas, o que 

o torna mais específico, pois trata-se de um método espectrofotométrico que determina a 

intensidade da coloração azul formada pela redução do ácido fosfotúngstico com compostos 

fenólicos. Essa reação por não ser específica, necessita da adição do pó-de-pele em etapa 
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posterior, para que ocorra a complexação tanino-proteína. O resultado obtido na determinação 

dos taninos totais foi de 5,04%±0,07 (CV%=1,57). 

A presença de taninos na espécie vegetal pode explicar seu uso popular como 

antimicrobiano, antiinflamatório, cicatrizante, antiulcerogênico (SANTOS; MELLO, 2003). 

 

5.3 ANÁLISE QUÍMICA 

A pesquisa química tem por objetivo conhecer as substâncias presentes nas espécies 

vegetais. Os dados de literatura apontam para a presença de compostos fenólicos nas folhas de 

Maytenus ilicifolia. Deste modo, a análise fitoquímica foi direcionada para o isolamento, 

purificação e elucidação estrutural de taninos, que estão possivelmente relacionados com as 

propriedades biológicas da espécie vegetal em questão. 

As folhas de M. ilicifolia (521,56 g) foram coletadas e após secagem foram moídas em 

moinho de facas, fornecendo um rendimento de 96% (500,7 g). A moagem teve por finalidade 

reduzir mecanicamente, o vegetal a pó, de modo a facilitar o processo de extração. 

Com 500,7 g de planta moída, preparou-se o extrato bruto a 10% (p/v) com 

acetona:água (7:3; v/v), apresentando um rendimento de 25,27% obtendo-se, assim, 126,55 g 

de extrato bruto aceto-aquoso liofilizado. 

O método de extração escolhido foi o Ultra-turrax devido à eficiência da técnica 

somada à simplicidade, rapidez e versatilidade, permitindo a fácil utilização dessa técnica em 

processamentos de pequena e média escala. Trata-se de um método de extração turbulento 

com rompimento das estruturas celulares em diminutos fragmentos. 

Entre os inconvenientes causados pelo Ultra-turrax encontram-se a geração de calor 

durante o processo e a dificuldade de filtração, devido à fragmentação excessiva do material. 

Para controlar o problema da elevação de temperatura, a técnica foi realizada com duração 

total de 40 min em quatro etapas de 5 min, com intervalo de 5 min em cada etapa para 

resfriamento do sistema (MELLO; PETROVICK, 2000). A filtração foi realizada com 

sucessivas trocas do material filtrante e auxílio de bomba de vácuo. 

A escolha do líquido extrator baseou-se em dados de literatura, considerando-se que, a 

mistura acetona:água é a que apresenta melhor rendimento. A presença de água junto a 

solventes orgânicos aumenta o rendimento da extração de compostos fenólicos e a acetona 

promove o bloqueio da associação tanino:proteína, tornando assim a extração 

quantitativamente maior (SANTOS; MELLO, 2003). 

Com 124,55 g do extrato bruto liofilizado (FAA) produziu-se por particionamento 

com acetato de etila, 88,7 g da fração aquosa (FA) e 22,55 g da fração acetato de etila (FAE), 
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sendo reservado para testes posteriores 2 g de FAA. O rendimento da fração aquosa foi de 

71,20% e da fração acetato de etila foi de 18,10%, havendo perdas durante o processo de 

produção. A obtenção de extratos, frações e subfrações encontram-se no fluxograma 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 -Colunas (a) utilizadas na separação cromatográfica e coletor de frações Isco (b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fluxograma 1 – Obtenção das frações e subfrações e separação cromatográfica em coluna da 

fração acetato de etila. 

(a) (b)
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Realizou-se cromatografia em coluna contendo Sephadex LH-20 com 15,40 g da 

fração acetato de etila (FAE). O monitoramento foi realizado por CCD, obtendo-se 26 

subfrações (Tabela 2) que foram reunidas por similaridade de manchas com coloração entre o 

azul e o marrom, de acordo com a figura 14. 

 

 
 

 

 
Figura 14 – Cromatografia em camada delgada das 26 subfrações. Condições 

cromatográficas: gel de sílica F254; sistema eluente acetato de etila:ácido fórmico:água 

(90:5:5; v/v); revelação com FeCl3 a 1% em etanol. 

Resíduo   1        2       3      4        5           5          6          7           8         9 

10        11      12      13      14         15      16      17      18     19         20      21      22       23      24          25      26 
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Tabela 2 – Vinte e seis subfrações obtidas por cromatografia em coluna. 

FRAÇÃO ELUENTE (v/v) QUANTIDADE (mg) RENDIMENTO (%)

F#1 Etanol:água (2:8) 245,8 1,59 

F#2 Etanol:água (2:8) 288,3 1,87 

F#3 Etanol:água (2:8) 198,5 1,29 

F#4 Etanol:água (2:8) 180,1 1,16 

F#5 Etanol:água (2:8) 195,3 1,27 

F#6 Etanol:água (3:7) 52,1 0,34 

F#7 Etanol:água (3:7) 38,6 0,25 

F#8 Etanol:água (3:7) 42 0,27 

F#9 Etanol:água (3:7) 38,6 0,25 

F#10 Etanol:água (3:7) 100,4 0,65 

F#11 Etanol:água (3:7) 488,5 3,17 

F#12 Etanol:água (3:7) 322 2,1 

F#13 Etanol:água (3:7) 1546,8 10,04 

F#14 Etanol:água (3:7) 154,6 1 

F#15 Etanol:água (3:7) 1353,3 8,78 

F#16 Etanol:água (3:7) 679,6 4,41 

F#17 Etanol:água (3:7) 751,8 4,88 

F#18 Etanol:água (4:6) 253,1 1,64 

F#19 Etanol:água (4:6) 84,3 0,55 

F#20 Etanol:água (4:6) 344 2,23 

F#21 Etanol:água (4:6) 117,1 0,76 

F#22 Etanol:água (1:1) 233,4 1,51 

F#23 Etanol:água (1:1) 1324,5 8,59 

F#24 Etanol:água (1:1) 435,4 2,83 

F#25 Etanol:água (1:1) 737,5 4,79 

F#26 Etanol:água (1:1) 268,8 1,74 

F# A Metanol:água (1:1) 301,4 1,96 

F# B Acetona:água (7:3) 4626,4 30,03 

TOTAL _ 15402,2 100,0 
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No fracionamento realizado em Sephadex LH-20, espera-se que as substâncias com 

maiores pesos moleculares apareçam nas frações iniciais. Porém o observado para taninos é a 

predominância de substâncias de peso molecular menor nas primeiras frações (THOMPSON 

et al., 1972). Os autores sugerem ainda, que isso provavelmente se deva a interação entre 

monômeros de taninos e o sistema eluente, ocorrendo a eluição seqüencial de: monômeros > 

dímeros > trímeros > tetrâmeros > oligômeros > polímeros. A configuração dos dímeros 

influencia o fracionamento, sendo observados que as ligações 4β→8 e 4β→6 interagem antes 

com o sistema eluente (etanol) que as ligações 4α→8 ou 4α→6 (THOMPSON et al., 1972). 

Na tentativa de se conseguir o isolamento e identificação de taninos condensados, 

iniciou-se o fracionamento com as subfrações F#3, F#4, F#5, F#6, F#7, F#8, F#9 em 

cromatografia em coluna (CC) em Sephadex LH-20, sendo desprezadas as subfrações F#1 e 

F#2 por não apresentarem o perfil cromatográfico desejado em cromatografia em camada 

delgada (CCD). 

O isolamento desses compostos foi realizado empregando-se a metodologia proposta 

por Mello et al. (1996 a). O esquema de eluição e o acompanhamento das frações por CCD 

encontra-se descrito nas seções (4.7.2) e (4.7.3) respectivamente. 

A CC das frações F#3, F#4, F#5, F#6, F#7, F#8 e F#9 foi realizada sem êxito, pois que 

nenhuma das substâncias obtidas apresentaram condições de interpretação, pela análise dos 

espectros de ressonância magnética nuclear (RMN). 

O fracionamento de F#10 resultou em cinco novas subfrações semipurificadas que 

foram avaliadas por CCD. A subfração F#10-4 foi submetida à acetilação (seção 4.8) e à 

CCDP (seção 4.7.4) resultando no isolamento da substância II. 

O fracionamento de F#11 resultou em doze novas subfrações semipurificadas que 

foram avaliadas por CCD. A subfração F#11-10 foi submetida à acetilação (seção 4.8) e à 

CCDP (seção 4.7.4) resultando no isolamento das substâncias II e III. 

O fracionamento de F#12, F#13, F#14 resultou em várias novas subfrações 

semipurificadas que foram avaliadas por CCD. As subfrações F#12-4, F#13-2, F#13-3, F#13-

4 e F#14-2 foram submetidas à acetilação (seção 4.8) e à CCDP (seção 4.7.4) resultou 

novamente no isolamento da substância II, e no isolamento da substância I. 

O fracionamento de F#15 resultou em quatro novas subfrações semipurificadas que 

foram avaliadas por CCD. A subfração F#15-2 foi submetida à acetilação (seção 4.8) e à 

CCDP (seção 4.7.4) resultando novamente no isolamento da substância II. 
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O fracionamento de F#16 resultou em nove novas subfrações semipurificadas que 

foram avaliadas por CCD. 

A subfração F#16-6 foi refracionada em CC fornecendo quatro novas subfrações 

semipurificadas, sendo que, a subfração F#16-6-3 foi selecionada através de CCD, submetida 

à acetilação (seção 4.8), resultando no isolamento da substância IV. 

A subfração F#16-8 foi refracionada em CC fornecendo seis novas subfrações 

semipurificadas que foram avaliadas por CCD. 

A subfração F#16-8-2 foi submetida à acetilação (seção 4.8), resultando no isolamento 

da substância V. 

A subfração F#16-8-3 foi submetida à acetilação (seção 4.8) e à CCDP (seção 4.7.4), 

resultando igualmente no isolamento da substância V. 



 65

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fluxograma 2 – Fracionamento cromatográfico e isolamento de substâncias da F#16. 

Subst. IV 
15,6 mg 

Maytenus ilicifolia 
FAE 15,4022 g 

F#16 
679,6 mg

F#16-1 F#16-2 F#16-3 F#16-4 F#16-5 F#16-6 
71 mg 

F#16-8 
304,9 mg 

F#16-9 

CC Sephadex LH-20 

CC Sephadex LH-20 

CC Sephadex LH-20 

F#16-6-1 F#16-6-2 F#16-6-3 
47,4 mg 

F#16-6-4 

Acetilação 
RMN 

F#16-7 

CC Sephadex LH-20 

Acetilação 
RMN Acetilação 

CCDP 

F#16-8-1 F#16-8-2 
8,5 mg 

F#16-8-3 
217 mg 

F#16-8-4 F#16-8-5 F#16-8-6 

Subst. V 
6 mg 

F#16-8-3-1 F#16-8-3-2 F#16-8-3-3 F#16-8-3-4 

Subst. V 
6,9 mg 

Subst. V 
31,8 mg 
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5.3.1 Monômeros 

 

5.3.1.1 Catequina - Substância I 

A substância I encontrada na fração F#13-4-3, apresentou em CCD uma mancha de 

coloração azul intenso após revelação com FeCl3 com Rf= 0,8. Isso forneceu indício 

característico de taninos condensados, de acordo com o sistema eluente empregado (seção 

4.7.3). Em CCDP, a substância I forneceu valor de Rf=0,40 (seção 4.7.4). No espectro de 

massas obteve-se o íon pseudo-molecular [M+Na+]=523 encontrando-se em concordância 

com substância tipo catequina/epicatequina (m/z= 290) derivatizada quimicamente. 
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Figura 15 – Estrutura da substância I, catequina. 

 

O espectro de RMN 1H (Figura 16), da substância I derivatizada, mostra os 

hidrogênios alifáticos H-3 e H-2 com uma constante de acoplamento JH-2-H-3 de 6,6 Hz, 

comprovando uma configuração relativa do tipo 2,3-trans (WEINGES et al., 1969). O 

hidrogênio alifático H-3 apresenta uma constante de acoplamento com o hidrogênio H-4ax no 

valor de 6,3 Hz, enquanto que o mesmo hidrogênio possui uma constante de acoplamento H-

4eq de 5,1 Hz. Portanto, pode-se afirmar que existe uma configuração relativa para a 

substância I do tipo 2,3-trans, 3,4ax-trans e 3,4eq-cis. Entre δ 6,77 e 6,91 ppm aparecem sinais 

característicos de um sistema AMX correspondendo aos hidrogênios do anel B (H-2’, H-5’ e 

H-6’), comprovando, assim, a diidroxilação no anel. Nesse espectro observa-se, ainda, os 

hidrogênios H-6 e H-8 na região aromática em δ 5,88 e δ 6,03 ppm respectivamente. Os dados 

de deslocamento podem ser visualizados na tabela 3. 

 

R= C

O

CH3  
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Tabela 3 – Deslocamento da substância I acetilada (300 MHz; CDCl3 relativo para TMS). 

 

CATEQUINA 

Hidrogênio δ (ppm) *δ Literatura (ppm) Multiplicidade J (Hz) 

H-4ax (C) 2,66 2,66 dd 
JH-4ax-H-4eq = 16,5 

JH-4ax-H-3 = 6,3 

H-4eq (C) 2,86 2,87 dd 
JH-4ax-H-4eq = 16,5 

JH-4eq-H-3 = 5,1 

H-2 (C) 5,14 5,15 d JH-2-H-3 = 6,6 

H-3 (C) 5,25 5,26 ddd 

JH-3-H-2 = 6,6 

JH-3-H-4eq = 5,1 

JH-3-H-4ax = 6,3 

H-6 (A) 6,59 6,60 d JH-6-H-8 = 2,4 

H-8 (A) 6,65 6,66 d JH-8-H-6 = 2,4 

H-6’ (B) 7,26 dd** 
JH-6’-H-5’ = 8,4 

JH-6’-H-2’ = 1,8 

H-5’ (B) 7,19 d JH-5’-H-6’ = 8,4 

H-2’ (B) 7,17 

7,17 - 7,29 

d JH-2’-H-6’ = 1,8 
s = singleto; m = multipleto; d = dupleto, dd = duplo-dupleto; ddd = duplo duplo dubleto; dd** = 

parcialmente encoberto pelo CDCl3 

* Danne (1994) substância não derivatizada 

 

A estereoquímica absoluta foi realizada com auxílio da rotação ótica específica 

obtendo-se o valor de [ ] =°20
Dα +3,0° (acetona; c= 0,001). De acordo com Danne (1994), o 

valor obtido para a catequina foi de [ ] º9,18º20 +=Dα  (acetona com a substância acetilada; c= 

0,09). Pode-se concluir, assim, que a substância I, possui a configuração absoluta 2R,3S. 

A partir das análises realizadas de CCD, espectro de massas, e dos dados 

espectroscópicos (Tabela 3 e Figura 16) e, quando comparados com os dados de literatura, 

pode-se afirmar que a substância I trata-se de catequina. 
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5.3.1.2 Epicatequina – Substância II 

As frações F#10-4-4, F#10-4-5, F#11-10-4, F#12-4-1, F#13-2-2, F#13-3-1, F#14-2-1, 

F#15-2-1, considerando os espectros obtidos, resultaram todas na substância II. Optou-se por 

apresentar os dados da amostra F#13-3-1. 

Em CCD, a substância apresentou uma mancha de coloração azul intenso após 

revelação com FeCl3 com Rf=0,62. Isso forneceu indício característico de taninos 

condensados, de acordo com o sistema eluente empregado (seção 4.7.3). Em CCDP, a 

substância II forneceu valor de Rf=0,26 (seção 4.7.4). 

O espectro de massas forneceu o íon pseudo-molecular [M+Na+]=523 encontrando-se 

em concordância com substância tipo catequina/epicatequina (m/z=500) derivatizada 

quimicamente. 
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Figura 17 – Estrutura da substância II, epicatequina. 

 

O espectro de RMN 1H (Figura 18), da substância II derivatizada, mostra para os 

hidrogênios alifáticos H-3 e H-2 uma constante de acoplamento JH-2-H-3 menor que 1 Hz 

comprovando uma configuração relativa do tipo 2,3-cis (WEINGES et al., 1969). O 

hidrogênio alifático H-3 apresenta uma constante de acoplamento pequena com o hidrogênio 

H-4ax no valor de 2,1 Hz, enquanto que o mesmo hidrogênio possui uma constante de 

acoplamento com H-4eq de 4,5 Hz. Portanto, observa-se uma configuração relativa para a 

substância II do tipo 2,3-cis, 3,4ax-cis e 3,4eq-trans. Para Weinges et al. (1969) a constante de 

acoplamento dos hidrogênios H-2 e H-3, com aproximadamente 8,0 Hz demonstra uma 

configuração relativa trans, e uma constante de acoplamento igual ou inferior a 1,0 Hz, a 

ordem cis. Entre δ 7,10 e 7,40 ppm aparecem sinais característicos de um sistema AMX 

correspondendo aos hidrogênios H-2’, H-5’ e H-6’, comprovando a diidroxilação no anel B, 

como pode ser observado na tabela 4. Nesse espectro observa-se, ainda, os hidrogênios H-6 e 

H-8 na região aromática em δ 6,56 e δ 6,67 ppm, respectivamente. 

Os dados de deslocamento estão demonstrados na tabela 4. 

R= C

O

CH3  
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Tabela 4 – Deslocamentos da substância II (300 MHz; CD3OD relativo para TMS). 

 

EPICATEQUINA 

Hidrogênio δ ( ppm) *δ Literatura (ppm) Multiplicidade J (Hz) 

H-4ax (C) 2,87 2,88 dd 
JH-4ax-H-4eq = 17,7 

JH-4ax-H-3 = 2,1 

H-4eq (C) 2,98 3,01 dd 
JH-4eq-H-4ax = 17,7 

JH-4eq-H-3 = 4,5 

H-2 (C) 5,10 5,12 s JH-2-H-3 < 1 s 

H-3 (C) 5,38 5,39 m   

H-6 (A) 6,56 6,57 d JH-6-H-8 = 2,1 

H-8 (A) 6,67 6,68 d JH-8-H-6 = 2,1 

H-5’ (B) 7,20 7,22 d JH-5’-H-6’ = 8,4 

H-6’ (B) 7,26 7,28 dd 
JH-6’-H-5’ = 8,4 

JH-6’-H-2’ = 1,8 

H-2’ (B) 7,35 7,36 d JH-2’-H-6’ = 1,8 
s = singleto; m = multipleto; d = dupleto, dd = duplo-dupleto 

* Danne (1994) substância não derivatizada 
 

A estereoquímica absoluta da substância não derivatizada foi realizada com auxílio da 

rotação ótica específica obtendo-se o valor de [ ] =°20
Dα –1,0° (acetona; c= 0,001). De acordo 

com Danne (1994), o valor obtido para a epicatequina foi de [ ] º1,20º20 −=Dα  (acetona com a 

substância acetilada; c= 0,04). Pode-se concluir, assim, que a substância II, possui a 

configuração absoluta 2R,3R. 

De acordo com as análises realizadas em CCD, espectro de massas, e dos dados 

espectroscópicos (Tabela 4 e Figura 18) e, quando comparados com os dados de literatura, 

confirma-se a substância II como sendo epicatequina. 
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5.3.1.3 Epigalocatequina – Substância III 

A substância III encontrada na fração F#11-10-3, apresentou em CCD uma mancha de 

coloração azul intenso após revelação com FeCl3 com Rf=0,8. Isso forneceu indício 

característico de taninos condensados, de acordo com o sistema eluente empregado (seção 

4.7.3). Em CCDP, a substância III forneceu valor de Rf = 0,40 (seção 4.7.4). 

O espectro de massas forneceu íon pseudo-molecular [M+Na+]=581 em concordância 

com substância do tipo galocatequina/epigalocatequina peracetilada. 
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Figura 19 – Estrutura da substância III, epigalocatequina. 

 

Os dados de deslocamentos encontram-se na tabela 5 e, na figura 20, o espectro de 

RMN 1H. realizado em CDCl3. Não foi possível observar a diferenciação entre H-4ax e H-4eq, 

apresentando-se como multipleto entre δ 2,82 – 3,04. A constante de acoplamento H-2 e H-3 

foi pequena, não sendo possível calculá-la (J≤ 1,0 Hz). O pico referente a H-2(C) apresenta-se 

como um singleto largo e H-3(C) como um multipleto resultante do acoplamento com H-2 e 

H-4 (equatorial e axial). Segundo Weinges et al. (1969), a pequena constante de acoplamento 

entre H-2(C) e H-3(C), caracteriza a substância com uma configuração relativa do tipo 2,3-

cis. A presença de um singleto em 7,22 ppm referente aos sinais de H-2’/H-6’(B), confirmam 

a triidroxilação do anel B. 

R= C

O

CH3  
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Tabela 5 - Deslocamentos da substância III (300 MHz; CD3OD relativo para TMS). 

 

EPIGALOCATEQUINA 

Hidrogênio δ(ppm) 
*δ Literatura 

(ppm) 
Multiplicidade J (Hz) 

H-4ax/H-4eq 2,82-3,04 2,91 –2,93 m - 

H-3 (C) 5,38 5,37 m - 

H-2 (C) 5,08 5,06 brs - 

H-6 (A)* 6,57 6,55 d JH-6-H-8 = 2,1 

H-8 (A)* 6,67 6,65 d JH-8-H-6 = 2,1 

H-2’/H-6’ (B) 7,22 7,21 s - 
s = singleto; m = multipleto; d = dupleto,; brs = singleto largo 

* Danne (1994) substância não derivatizada 
 

A estereoquímica absoluta foi realizada com auxílio da rotação ótica específica 

observando-se valores de [ ] =°20
Dα –1,0° (acetona; c= 0,001). De acordo com Danne (1994), o 

valor obtido para a epigalocatequina foi de [ ] =°20
Dα –16,6 (acetona com a substância acetilada; 

c= 0,04). Pode-se concluir, assim, que a substância III, possui a configuração absoluta 2R,3R. 

De acordo com as análises realizadas em CCD, espectro de massas, e dos dados 

espectroscópicos (Tabela 5 e Figura 20) e, quando comparados com os dados de literatura, 

confirma-se a substância III como sendo epigalocatequina. 
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5.3.2 Dímeros  

 Fletcher e colaboradores (1977) mostraram através de estudos de RMN de 

procianidinas peracetiladas que as ligações 4→6 e 4→8 encontram-se em duas conformações 

energéticas protegidas. Como critério de diferenciação para o tipo de ligação, os autores 

utilizaram a relação dos sinais dos rotâmeros. A ordem de grandeza das substâncias com 

ligações 4→6 é na proporção de 1:1, enquanto que das substâncias com ligações do tipo 4→8 

existe uma conformação de rotâmeros dominante. A duplicidade dos sinais depende da 

rigorosidade da temperatura de medida e do tipo de solvente empregado (OUTTRUP; 

SHAUMBURG, 1981). 

 Outra forma de avaliar o tipo de ligação entre as unidades superior e inferior, foi 

relacionada por Hemingway, Foo e Porter (1982). Os autores correlacionaram os pares de 

procianidinas peracetiladas (B1/B7 e B2/B5) do sistema de spins AB dos hidrogênios do anel A 

das substâncias com ligações (4→6) como estando em campos mais baixos (desprotegido) (δ 

6,7 ppm), enquanto os sinais da ligação análoga (4→8) em campos mais altos (δ 6,1 ppm). 

Entretanto esse critério de diferenciação, somente é válido para substâncias com uma 

configuração 4R (KOLODZIEJ, 1992). Adicionalmente o hidrogênio H-2 de substâncias com 

ligação 4→8 apresentam-se com deslocamentos entre δ 4,37 e 5,01 ppm, enquanto 

substâncias ligadas 4→6 , entre δ 5,04 e 5,35 ppm (HÖR; RIMPLER; HEINRICH, 1995) 

 Apesar de todos os indícios fornecidos pela interpretação do espectro de RMN 1H, até 

a configuração absoluta deixa-se “transparecer” através do C-4(C) da ligação entre as 

unidades de interflavanóis, quando a unidade superior for do tipo catequina (2R,2S). Isso é 

devido a essa substância ter uma constante de acoplamento grande, pois fornece uma ordem 

pseudoequatorial. No entanto, quando a unidade superior for epicatequina, o C-4(C) 

apresentará sempre uma constante de acoplamento pequena e não poderá, nesse caso se 

afirmar a configuração absoluta, pois esse composto possibilita tanto uma configuração 4R 

(posição diequatorial do hidrogênio) como 4S (acoplamento axial-equatorial) (PETEREIT, 

1992). 
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5.3.2.1 Epicatequina-(4β→8)-catequina (Procianidina B1) – Substância IV 

A substância IV foi isolada da fração F#16-6-3, conforme mostrado na seção (5.3). Em 

CCD apresentou uma mancha de coloração azul intenso após revelação com FeCl3 com 

Rf=0,79. Isso forneceu indício característico de taninos condensados, de acordo com o 

sistema eluente empregado (seção 4.7.3). 

O espectro de RMN 1H em CDCl3 (Figura 18) da amostra derivatizada mostra a 

presença de duas substâncias: epicatequina-(4β→8)-epicatequina (*) e epicatequina-(4β→8)-

catequina ( ). Apresentam-se na tabela 6 os dados de deslocamento químico de 

epicatequina-(4β→8)-catequina. 
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Figura 21 – Estrutura da substância IV, epicatequina-(4β→8)-catequina. 

 

O espectro de RMN 1H da substância IV mostra dois sistemas AMX (anéis B e E) e 

sinais na região heterocíclica atribuídos aos anéis C e F, respectivamente. Os dois sistemas 

AMX mostraram sinais entre δ 6,85 e 7,43 ppm, sendo que, os sinais referem-se aos 

hidrogênios dos anéis B e E. O sistema ABMX do anel F compreende um duplo duplo 

dubleto em δ 5,04 ppm para H-3 e um dubleto em δ 4,34 ppm para H-2. 

A configuração 2,3-trans é confirmada pela constante de acoplamento entre estes dois 

hidrogênios com valor de 9,6 Hz. Dois duplos dubletos distintos podem ser verificados em δ 

2,56 e 3,20 ppm com constantes de acoplamento de 16,5 e 9,3 Hz típico para H-4ax e H-4eq, 

respectivamente, justificando o restante do sistema do anel heterocíclico F. Assim, pode-se 

determinar a configuração relativa do tipo 3,4-trans para a unidade inferior. No anel C 

(unidade superior), observam-se dois sinais em δ 5,46 e 5,16 ppm referentes aos hidrogênios 

R= C

O

CH3  
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H-2 e H-3. O sinal referente ao H-4(C) apresenta-se como um dupleto em δ 4,41 ppm. O 

espectro de RMN 1H mostra na região aromática a posição dos hidrogênios H-6(A), H-8(A) e 

H-6(D) em δ 5,99, δ 6,29 e δ 6,67 ppm, respectivamente, indicando, provavelmente, uma 

ligação (4β→8) conforme as observações de Hemingway, Foo e Porter (1982), Danne (1994) 

e Mello (1995). De outra forma, a posição de ressonância do hidrogênio H-2(F) em δ 4,34 

ppm sugere uma ligação (4β→8) (KOLODZIEJ, 1992). Além destes dados, observa-se em 

todo o espectro de RMN 1H uma dominância de rotâmeros, notadamente em δ 5,26 e 5,41 

ppm referente aos sinais dos hidrogênios dos anéis heterocíclicos, entre outros, característico 

de ligação do tipo (4→8) (OUTTRUP; SCHAUMBURG, 1981). As correlações dos 

hidrogênios foram observadas no espectro de 1H/1H COSY em CDCl3 (Figura 23). 

A estereoquímica absoluta foi realizada com auxílio da rotação ótica específica 

obtendo-se valores de [ ] =°20
Dα +8,0° (acetona; c= 0,001). 

Assim, de acordo com os dados obtidos e em comparação com a literatura, confirma-

se a substância IV como sendo epicatequina-(4β→8)-catequina ou também denominada de 

procianidina B1 (PB1). 
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Tabela 6 – Deslocamentos da substância IV (300 MHz; CDCl3 relativo para TMS). 

 

EPICATEQUINA-(4β→8)-CATEQUINA 

Hidrogênio δ ( ppm) * δ Literatura (ppm) Multiplicidade J (Hz) 

H-4ax (F) 2,56 2,55  dd 
JH4ax-H4eq = 16,5 

JH4ax-H3 = 9,3 

H-4eq (F) 3,20 3,17 dd 
JH4eq-H4ax = 16,5 

JH4eq-H3 = 6,6 

H-4 (C) 4,41 4,43 d JH4-H3 = 1,8 

H-2 (F) 4,34 4,33 d JH2-H3 = 9,6 

H-3 (F) 5,04 5,04 ddd 

JH3-H2 = 9,6 

JH3-H4ax = 9,3 

JH3-H4eq = 6,6 

H-3 (C) 5,16 5,12 m  

H-2 (C) 5,46 5,46 s JH2-H3 < 1,0 

H-6 (A) 5,99 5,99  d JH6-H8 = 2,1 

H-8 (A) 6,29 6,27 d JH8-H6 = 2,1 

H-6 (D) 6,67 6,68  s  

H-2’/H-5/H-6’ (B) 6,85 – 7,43 6,80 – 7,30 m  

H-2’/H-5’/H-6 (E) 6,85 – 7,43 6,80 – 7,30 m  

d = dupleto; dd = duplo dubleto; ddd = duplo duplo dubleto; s =  singleto; m = multipleto 

* Ueffing (1988). 
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Figura 23 - Espectro de COSY 1H/1H de epicatequina-(4β→8)-catequina (300 MHz; CDCl3). 
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5.3.2.2 Epicatequina-(4β→8)-epicatequina (Procianidina B2) – Substância V 

A substância V foi isolada da fração F#16-8-2 e F#16-8-3, conforme mostrado na 

seção (5.3). Optou-se por apresentar os dados de F#16-8-2. Em CCD a substância apresentou 

uma mancha de coloração azul intenso após revelação com FeCl3 com Rf=0,82. Isso forneceu 

indício característico de taninos condensados, de acordo com o sistema eluente empregado 

(seção 4.7.3) 
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Figura 24 – Estrutura da substância V, epicatequina-(4β→8)-epicatequina. 

 

O espectro de RMN 1H em CDCl3 da substância V (Figura 25) mostra dois sistemas 

AMX (anéis B e E) e sinais na região heterocíclica atribuídos aos anéis C e F, 

respectivamente. Os dois sistemas AMX mostraram sinais entre δ 6,60 e 7,44 ppm com 

diferentes constantes de acoplamento e os sinais referem-se aos hidrogênios dos anéis B e E 

(H-2’, H-5’e H-6’). O sistema ABMX no anel F compreende um multipleto em δ 5,10 ppm 

para H-3 e um singleto largo em δ 4,54 ppm para H-2. A configuração 2,3-cis é confirmada 

pela constante de acoplamento entre estes dois hidrogênios com valor inferior a 1,0 Hz. Não 

foi possível a diferenciação entre H-4ax e H-4eq do anel F, apresentando-se com um 

multipleto entre δ 2,90 – 2,94 ppm. Assim, pode-se determinar a configuração relativa do tipo 

3,4-cis para a unidade inferior. O sistema relativo ao anel C (unidade superior), demonstrou 

dois sinais em δ 5,57 e 5,16 ppm referentes aos hidrogênios H-2(C) e H-3(C) como singleto e 

multipleto, respectivamente. O sinal referente ao H-4 (C)apresenta-se como um dubleto em δ 

4,46 ppm com uma constante de acoplamento entre H-4 e H-3 no anel C igual a 1,8 Hz. Desta 

R= C

O

CH3  
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forma é possível estabelecer a configuração relativa do anel heterocíclico C como sendo do 

tipo 2,3-cis-3,4-cis. O espectro de RMN 1H mostra na região aromática a posição dos 

hidrogênios H-6(A), H-8(A) e H-6(D) em δ 5,98, 6,23 e 6,65 ppm, respectivamente, 

indicando, provavelmente, uma ligação (4β→8) conforme as observações de Hemingway, 

Foo e Porter (1982), Danne (1994) e Mello (1995). Somando-se a isto, a posição de 

ressonância do hidrogênio H-2 (F) em δ 4,64 ppm sugere uma ligação (4β→8) (KOLODZIEJ, 

1992). Além destes dados, observa-se em todo o espectro de RMN 1H uma dominância de 

rotâmeros, notadamente em δ 5,26 e 5,47 ppm referente aos sinais dos hidrogênios dos anéis 

heterocíclicos, entre outros, característico de ligação do tipo (4→8) (OUTTRUP; 

SCHAUMBURG, 1981). As correlações dos hidrogênios foram observadas no espectro de 
1H/1H COSY em CDCl3 (Figura 26). 

A estereoquímica absoluta foi realizada com auxílio da rotação ótica específica 

observando-se valores de [ ] =°20
Dα +6,0° (acetona; c= 0,001). 

Assim, de acordo com os dados obtidos e em comparação com a literatura, confirma-

se a substância V como sendo epicatequina-(4β→8)-epicatequina, ou também denominada 

de procianidina B2 (PB2). 
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Tabela 7 – Deslocamentos da substância V (300 MHz; CDCl3 relativo para TMS). 

 

EPICATEQUINA-(4β→8)-EPICATEQUINA 

Hidrogênio δ ( ppm) * δ Literatura (ppm) Multiplicidade J (Hz) 

H-4 (F) 2X 2,90 -2,94 2 X 2,90- 2,95 m  

H-4 (C) 4,46 4,47 d JH4(C)-H3(C) = 1,8 

H-2 (F) 4,54 4,54 s  

H-3 (F) 5,10 5,09 m  

H-3 (C) 5,16 5,15 m  

H-2 (C) 5,57 5,56 s  

H-6 (A) 5,98 5,99 d JH6-H8 = 2,4 

H-8 (A) 6,23 6,19 d JH8-H6 = 2,4 

H-6 (D) 6,65 6,63 s  

H-6’ (E) 6,89 6,80-7,30 dd 
JH6’-H2’ = 1,8 

JH6’-H5’ = 8,4 

H-2’(E) 7,01 6,90-7,41 d JH2’-H6’ = 1,8 

H-5’(E) 7,04 6,90-7,41 d JH5’-H6’ = 8,4 

H-5’(B) 7,17 6,90-7,41 d JH5’-H6’ = 8,4 

H-6’(B) 7,28 6,90-7,41 dd 
JH6’-H5’ = 8,4 

JH6’-H2’ = 1,8 

H-2’(B) 7,36 6,90-7,41 d JH2’-H6’ = 1,8 
* Ueffing (1988) 
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Figura 26 - Espectro de COSY 1H/1H de epicatequina-(4β→8)-epicatequina (300 MHz; 

CDCl3). 
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5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

Devido ao grande interesse voltado ao papel das espécies reativas de oxigênio (EROs) 

na etiologia de várias doenças tais como: câncer, inflamação, aterosclerose, esclerose múltipla 

entre outras, intensificou-se a busca por substâncias antioxidantes, ou seja, capazes de 

interferir tanto na etapa de iniciação como na de propagação do processo oxidativo 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1986). 

Os processos oxidativos podem ser evitados através da modificação das condições 

ambientais ou pela utilização de substâncias antioxidantes com a propriedade de impedir ou 

diminuir o desencadeamento das reações oxidativas (ALLEN; HAMILTON, 1983) 

O processo de envelhecimento humano parece estar relacionado com acúmulo de 

radicais livres unido a uma diminuição gradual da capacidade de reparação celular. 

(HARMAN, 1983; PRYOR, 1987; SHIGENAGA; HAGEN; AMES, 1994 apud JESUS 

TUÑÓN; JIMÉNEZ, 2002). Esta idéia deu origem a “teoria dos radicais livres do 

envelhecimento” que propõe que o acúmulo dos efeitos prejudiciais de EROs em diversos 

tecidos conduzem às alterações associadas com a idade, tanto em nível celular como orgânico 

(HARMAN, 1956 apud JESUS TUÑÓN; JIMÉNEZ, 2002), sendo esta a hipótese mais aceita 

na atualidade. 

O uso de antioxidantes parece retardar e/ou diminuir este processo assim como, há 

evidências experimentais que reforçam a idéia de que o uso de antioxidantes teriam eficácia 

terapêutica em enfermidades neurodegenerativas, câncer, transtornos cardiovasculares, 

doenças que apresentam uma maior incidência na senilidade (JESUS TUÑÓN; JIMÉNEZ, 

2002). 

Neste contexto, grande importância tem sido dada aos antioxidantes naturais, 

principalmente aos compostos fenólicos que, segundo Shahidi, Janitha e Wanasundara (1992), 

funcionam como seqüestradores de radicais livres e algumas vezes como quelantes de metais. 

De acordo com Oliveira et al. (2002) os compostos fenólicos atuam como inibidores de 

enzimas relacionadas ao processo de produção das EROs. Sendo assim, é de especial interesse 

a averiguação dessa propriedade dos compostos fenólicos e a confirmação destes como 

moduladores do processo oxidativo. 

 

5.4.1 Atividade antioxidante demonstrada pela redução do DPPH• 

A atividade antioxidante das amostras de Maytenus ilicifolia foram medidas em 

termos de doação de hidrogênio ou habilidade seqüestradora de radicais livres, usando um 

radical estável livre de coloração roxa que é reduzido a difenil-picrilhidrazina de coloração 
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amarela (BRACA et al., 2002). O método é baseado na redução da solução alcoólica do 

radical DPPH na presença de um antioxidante doador de hidrogênio. A solução do radical 

DPPH mostra uma forte absorção na banda 517 nm apresentando uma cor violeta profunda 

(AMAROWICZ et al., 2004). 

Foram testados o extrato bruto (EB), fração aquosa (FA), fração acetato de etila (FAE) 

e substâncias isoladas de acordo com Amarowicz et al. (2004). Para as substâncias isoladas 

utilizaram-se de concentrações mais baixas, considerando as pequenas concentrações obtidas 

destas substâncias ao final da análise química e de acordo com a técnica proposta por Lee et 

al. (2005). Os resultados foram expressos como valores de IC50, e que representam a 

quantidade de antioxidante necessária (Tabelas 8 e 9, respectivamente) para diminuir em 50% 

a concentração inicial do radical DPPH. A vitamina C foi utilizada como padrão e a 

substância galocatequina utilizada para os testes, não foi isolada de M. ilicifolia; foi utilizada 

uma amostra padrão pertencente ao laboratório. 
 

Tabela 8 - Atividade antioxidante demonstrada pela redução do radical DPPH. 

Amostra IC 50 (µg/ml) 

dpx ±  

CV% 

Extrato Bruto (EB) 35,34 ± 0,35 0,98 

Fase aquosa (FA) 47,314 ± 0,19 0,40 

Fase acetato (FAE) 25,395 ± 1,04 4,07 

Vitamina C 7,18 ± 0,26 3,56 

*ANOVA, estatisticamente significante p < 0,01 
 

Tabela 9 - Atividade antioxidante demonstrada pela redução do radical DPPH para 

substâncias isoladas em termos de IC50. 

Substância Amostra IC 50 (µg/ml) 

dpx ±  

CV%

1 catequina 2,885 ± 0,16 8,72 

2 epicatequina 1,490 ± 0,25 16,79

3 epigalocatequina 2,624 ± 0,85 32,27

4 galocatequina 4,673 ± 0,85 18,12

5 epicatequina-(4β→8)-catequina 1,90 ± 0,72 26,79

6 epicatequina-(4β→8)-epicatequina 2,24 ± 0,29 13 

*ANOVA, estatisticamente significante p < 0,01 
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Os resultados demonstraram que EB, FA, FAE e substâncias isoladas possuem 

atividade antioxidante significativa, sendo que, as substâncias isoladas apresentaram 

resultados superiores quando comparados ao padrão vitamina C. 

A atividade antioxidante de taninos tem sido reportada nos trabalhos de Soares (2002), 

Hatano et al. (2002), Nakagawa e Yokozawa (2002) e Negro, Tommasi e Miceli (2003). 

Os resultados obtidos demonstraram o perfil antioxidante dos taninos condensados 

presentes na fração acetato de etila de M. ilicifolia, sendo necessário estudos complementares 

para definição da relação existente entre estrutura química e atividade antioxidante de taninos. 

 

5.4.2 Atividade antioxidante demonstrada pelo método do fosfomolibdato 

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método de redução do Mo(VI) para Mo(V) 

pela ação do agente antioxidante pesquisado, o qual resulta na formação de um complexo 

verde fosfato/Mo (V) em pH ácido. 

Embora a formação do complexo verde ocorra à temperatura ambiente, esta reação 

demonstra uma dependência positiva da temperatura, ou seja, possui uma produção 

significativa em altas temperaturas (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). 

Quanto mais redutor for o agente testado, maior a absorvância da amostra e mais 

evidente é a coloração verde do complexo formado (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). 

Os resultados obtidos para as frações estão presentes na tabela 10. 

 

Tabela 10 - Atividade antioxidante demonstrada pela redução do molibdênio - Mo(VI) com 

diferentes extratos de M. ilicifolia. 

 

Amostra 

%F 

dpx ±  

 

CV% 

EB 0,30 ± 0,09 2,93 

FA 0,15 ± 0,01 4,95 

FAE  0,70 ± 0,03*  4,40 

Vitamina C 1* – 
*ANOVA, estatisticamente significante p < 0,01 

 

Nota-se que a fração acetato de etila apresentou maior atividade, com valor próximo 

ao valor de referência (vitamina C). 
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A avaliação de redução do complexo fosfomolibdênio é considerada simples, de baixo 

custo e muito utilizada para comparar a capacidade antioxidante de uma série de extratos 

(HIRATA, 2004). 

As substâncias isoladas não foram submetidas a este teste por não constar na literatura 

pesquisada uma concentração adequada. Houve uma tentativa de fixar a concentração 

máxima, usada na técnica de redução do radical DPPH, de 14,5 µg/ml (50 µM) porém não 

teve efeito algum quando aplicada às substâncias isoladas. 

 

5.4.3 Determinação da atividade antioxidante por TBARS 

 O estudo da oxidação dos fosfolipídios dos sistemas biológicos e da ação antioxidante 

de determinados compostos são ordinariamente realizados através do teste TBARs ou da 

avaliação do consumo de oxigênio (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999). 

Este método baseia-se na reação de formação de um complexo rosa resultante da 

interação do malonaldeído, um dos principais metabólitos das reações oxidativas, com o ácido 

tiobarbitúrico, procedendo-se a medida da absorvância em espectrofotômetro. 

Lipídios de gema de ovo sofrem rápida peroxidação não-enzimática quando incubado 

na presença de sulfato ferroso, entretanto na presença de uma amostra com atividade 

antioxidante ocorre inibição da peroxidação impedindo, assim, a formação do metabólito 

malonaldeído e conseqüente formação do complexo malonaldeído-TBA. 

Este teste foi aplicado apenas à fase acetato de etila de M. ilicifolia, devido às 

dificuldades na padronização da técnica e obtenção de resultados para EB e FA incompatíveis 

com o esperado. 

Os resultados obtidos em relação à inibição da peroxidação lipídica pela fração acetato 

de etila de M. ilicifolia estão apresentados na tabela 11 e figura 27. 
 

Tabela 11 - Avaliação da atividade antioxidante da fração acetato de etila pelo ácido 

tiobarbitúrico. 

Concentração (mg/ml) % AI 

dpx ±  

CV% 

1 80,44 ± 0,17 0,22 

0,8 81,21 ± 2,10 2,59 

0,6 76,37 ± 2,45 3,23 

0,3 73,05 ± 2,55 3,48 

0,1 50,83 ± 4,90 9,65 
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Figura 27 - Inibição da peroxidação lipídica da fração acetato de etila pelo método do 

ácido tiobarbitúrico 

 

Os resultados obtidos atestam que, a fração acetato de etila apresenta atividade 

inibitória da peroxidação lipídica significativa em concentrações iguais a 0,3 mg/ml e máxima 

em concentração igual à 0,8 mg/ml,  

Existem muitas variáveis no que concerne à reação de lipoperoxidação lipídica, de 

forma que é possível afirmar que o emprego de antioxidantes em formulações é muitas vezes 

empírico (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999). A associação de várias técnicas na 

avaliação de determinado composto com possível capacidade antioxidante oferece maior 

segurança em relação aos resultados obtidos do que por uma única análise. 

Os métodos utilizados neste trabalho para avaliação do potencial antioxidante de 

extrato de folhas de M. iliciflolia, sendo eles DPPH•, fosfomolibdato e TBARs apontaram 

resultados concordantes entre si, sendo possível afirmar que FAE apresenta significativa 

capacidade antioxidante em comparação aos extratos EB e FA, devido possivelmente ao seu 

conteúdo em compostos fenólicos, ou seja, à significativa quantidade de epicatequina e 

demais taninos condensados isolados. 

Considerando a complexidade das reações envolvendo a lipoperoxidação em sistemas 

biológicos e a atuação de antioxidantes nestes sistemas (SILVA; BORGES; FERREIRA, 

1999), processo este ainda pouco esclarecido, sugere-se novos estudos a fim de comprovar a 

eficácia de FAE de M. ilicifolia como potencial antioxidante na produção de medicamentos. 
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6 CONCLUSÕES 
 

• O controle de qualidade permitiu traçar um perfil da droga vegetal, visando manter um 

padrão de reprodutibilidade, sendo compatível com a literatura. 

 

• O estudo fitoquímico do extrato semipurificado das folhas de Maytenus ilicifolia Mart. 

ex Reiss.(Celastraceae) demonstrou que as formas de extração e fracionamento 

utilizadas foram adequadas ao isolamento de taninos condensados. 

 

• Foram isoladas e identificadas 5 substâncias, contribuindo ao estudo fitoquímico da 

espécie: catequina, epicatequina, epigalocatequina, epicatequina-(4β→8)-catequina 

(procianidina B1) e epicatequina-(4β→8)-epicatequina (procianidina B2), sendo as três 

últimas inéditas nesta espécie vegetal.. 

 

• Na avaliação da capacidade antioxidante por redução do DPPH•, os extratos bruto, 

fração aquosa e fração acetato de etila apresentaram capacidade antioxidante sendo 

que, a fração acetato de etila se mostrou com melhor capacidade em relação aos 

demais extratos, porém inferior ao padrão vitamina C. 

 

• As substâncias isoladas apresentaram atividade antioxidante significativa no método 

do seqüestro do radical DPPH, sendo que monômeros apresentaram atividade 

antioxidante superior aos dímeros, e notadamente superiores ao padrão vitamina C. 

 

• Os resultados obtidos nos testes do fosfomolibdato e ácido tiobarbitúrico confirmam a 

capacidade antioxidante da fração acetato de etila.Os diferentes testes realizados para 

avaliação da capacidade antioxidante dos EB, FA e FAE apresentaram resultados 

coerentes entre si, atestando uma maior capacidade antioxidante frente aos testes 

realizados para a FAE, devido possivelmente ao seu conteúdo em compostos 

fenólicos, haja vista a quantidade significativa de epicatequina isolada das frações 

estudadas, além dos demais taninos condensados isolados. 
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• Os resultados corroboram para a utilização das substâncias polifenólicas provenientes 

de Maytenus ilicifolia como potenciais substâncias antioxidantes. 
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