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Phytochemical Profile and Antioxidant activity of a Lecythis pisonis Cambess. 
Specimen (Lecythidaceae)

Resumo

Abstract: The species Lecythis pisonis (L. pisonis) popularly known as “sapucaia” or “cumbuca de macaco”, is a 
plant belonging to the family Lecythidaceae. This family has interesting pharmacological activities that have 
driven researchers to explore their species. Observing the biological potential of the species L. pisonis, this work 
aimed to trace the chemical profile of its leaves and to evaluate the in vitro antioxidant (DPPH and ABTS·+) and 
cytotoxic activity against Artemia salina Leach larvae. Qualitative tests identified the presence of triterpenes, 
steroids, saponins, flavonoids, and phenolics in general. The phytochemical investigation of the leaves resulted in 
the identification of the mixture of triterpenes: epifriedelanol and friedelin (1+2), α-amyrin and β-amyrin (4+5), 
squalene (3) and ursolic acid (16); the mixture of steroids: stigmasterol and β-sitosterol (6+7); α-tocopherol (8); of 
the mixture of esters: methyl palmitate, ethyl palmitate, ethyl 9-octadecenoate, 9,12,15-methyl octadecanoate, 
butyl palmitate, ethyl octadecanoate and butyl octadecanoate (9-15); the mixture of isoquercitrin and astragalin 
flavonoids (20+21); gallic acid and methyl gallate (17+19); gallic acid (17) and ellagic acid (18). This the first report of 
the identification of substances 8-15, 17-21 in the leaves of the species L. pisonis. The evaluation of the antioxidant 
activity of polar extracts revealed a great antioxidant potential, which may be associated with high levels of phenols 
and total flavonoids. The quantification of proanthocyanidin in the extract in MeOH showed a content of 8.65 mg 
EC/g of crude extract. The bioassay carried out with A. salina MeOH and MeOH:H2O extracts showed mild toxicity.

A espécie Lecythis pisonis (L. pisonis), conhecida popularmente como sapucaia ou cumbuca de macaco, é uma planta 
pertencente à família Lecythidaceae. Esta família possui atividades farmacológicas interessantes que têm impulsionado 
pesquisadores a explorar suas espécies. Observando o potencial biológico da espécie L. pisonis, este trabalho teve como 
objetivo traçar o perfil químico de suas folhas, avaliar a atividade antioxidante in vitro (DPPH e ABTS·+) e citotóxica contra 
larvas de Artemia salina Leach. Os testes qualitativos identificaram a presença de triterpenos, esteroides, saponinas, 
flavonoides e outros compostos fenólicos. A investigação fitoquímica das folhas resultou na identificação da mistura 
de triterpenos: epifriedelanol e friedelina (1+2), α-amirina e β-amirina (4+5), esqualeno (3) e ácido ursólico (16); da 
mistura dos esteroides: estigmasterol e β-sitosterol (6+7); α-tocoferol (8); da mistura dos ésteres: palmitato de metila, 
palmitato de etila, 9-octadecenoato de etila, 9,12,15-octadecanoato de metila, palmitato de butila, octadecanoato de 
etila e octadecanoato de butila (9-15); da mistura dos flavonoides isoquercitrina e astragalina (20+21); do ácido gálico 
e galato de metila (17+19); do ácido gálico (17) e ácido elágico (18). Sendo este o primeiro relato da identificação das 
substâncias 8-15, 17-21 nas folhas da espécie L. pisonis. A avaliação da atividade antioxidante dos extratos polares 
revelou um grande potencial antioxidante, que pode estar associada aos altos teores de fenóis e flavonoides totais. 
A quantificação de proantocianidina no extrato em MeOH mostrou um teor de 8,65 mg EC/g de extrato bruto. Pelo 
bioensaio realizado com A. salina os extratos MeOH e MeOH:H2O mostraram leve toxicidade.
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1.Introdução

A família da castanha-do-Brasil (Lecythidaceae 
A. Rich.) compreende cerca de 23 gêneros e 
um pouco mais de 350 espécies distribuídas 
pantropicamente, atingindo sua maior diversidade 
na região neotropical.1-6 No Brasil, foi registrada 
a presença de aproximadamente 119 espécies, 
pertencentes a 10 gêneros (AIlantoma Miers, 
Asteranthos Desf., Bertholletia Bonpl., Cariniana 
Casar., Corythophora R. Knuth, Couratari Aubl., 
Couroupita Aubl., Eschweilera Mart. ex DC., 
Gustavia L., Lecythis Loefl.).1,7 Dentre esses, o 
gênero Lecythis Loefl. apresenta a segunda maior 
população de espécies presentes em território 
brasileiro. 

O gênero Lecythis Loefl. é constituído por 26 
espécies, sendo a Lecythis pisonis Cambessedes 
a mais conhecida.1,4 A espécie é popularmente 
conhecida como sapucaia ou cumbuca-de-
macaco, podendo ser encontrada nas regiões 
Norte, Nordeste e Sudeste, principalmente na 
Mata Atlântica e Floresta Amazônica.1,8-9 É uma 
árvore de grande porte, podendo alcançar de 20 
- 30 m de altura; as folhas são coriáceas, glabras 
e na época de floração adquirem coloração rosa 
avermelhada; as flores são violáceas e o fruto se 
assemelha a uma urna e pode possuir de 10 - 30 
sementes (castanhas).10 

Na medicina popular, as folhas, as cascas e 
o óleo extraído das sementes são empregados 
no tratamento de prurido (coceira), desinteria e 
redução da dor muscular, respectivamente.11-13 

Pesquisas sobre a composição química de L. 
pisonis revelaram a presença de triterpenos, 
esteroides, saponinas triterpênicas, diterpenos, 
ácidos fenólicos, flavonoides, álcoois, aldeídos e 
monoterpenos.14-19 

Estudos atribuem à composição química da 
espécie algumas atividades biológicas, tais como: 
citotóxica, contra três linhagens celulares de tumor 
humano,15 antipruriginosa,16 antioxidante,17,19-21 
antinociceptiva22 e anti-inflamatória.20 

Observando o potencial biológico de L. pisonis, 
este trabalho teve como objetivo realizar a 
prospecção fitoquímica dos extratos brutos em 
hexano, MeOH e MeOH:H2O das folhas de um 
espécime de L. pisonis. Além disso, avaliou-se a 
atividade antioxidante in vitro frente aos radicais 
DPPH e ABTS, citotóxica contra larvas de Artemia 
salina Leach e determinou-se o teor de fenóis, 
flavonoides e proantocianidinas dos extratos 
polares. 

2. Resultados e Discussão

2.1. Triagem fitoquímica

Na prospecção fitoquímica os resultados 
dos testes para identificação de metabólitos 
secundários foram considerados positivos 
mediante reação corada, formação de precipitado, 
espuma persistente e desenvolvimento de 
fluorescência. Na ausência desses parâmetros 
o teste foi considerado negativo, como mostra a 
Tabela 1.

Metabólitos secundários Reações de caracterização Alterações observadas em resultados positivos EH EM EMH

Triterpenos e/ou esteroides Liebermann-Burchard Coloração verde + - -

Fenóis em geral FeCl3 Coloração e precipitado azul * + +

Flavonoides Shinoda Coloração laranja * + -

AlCl3 Fluorescência * + +

NaOH Intensificação da cor * + +

NP/PEG Fluorescência * + +

Saponinas Formação de espuma Espuma persistente * + +

Alcaloides Reagente de Dragendorff - * - -

Antraquinonas Reação de Bornträeger - * - -

Tabela 1. Prospecção fitoquímica dos extratos brutos das folhas de L. pisonis

(+) resultado positivo; (-) resultado negativo. *não foi possível realizar esses testes devido à baixa polaridade do extrato. 
EH = extrato bruto em hexano; EM = extrato bruto em MeOH; EMH = extrato bruto em MeOH:H2O; NP = difenilborato de 
aminoetanol; PEG = polietilenoglicol 400
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A partir da triagem fitoquímica, foi possível 
verificar a presença de triterpenos, esteroides, 
fenóis, flavonoides e saponinas nos extratos das 
folhas de L. pisonis. Esses resultados estão em 
acordo com os dados fitoquímicos apresentados 
na literatura para a espécie.15-19

Somente no extrato hexânico observou-se 
a formação de coloração verde na reação de 
Liebermann-Burchard, indicativo da presença 
de triterpenos e/ou esteroides. De acordo com 
Burke e colaboradores,23 a mudança na coloração é 
devida a formação do carbocátion 3,5-colestadieno 
que absorve em torno de 410 nm.

Todos os extratos de polaridade alta (MeOH 
e MeOH:H2O) em presença de solução de FeCl3 
apresentaram formação de coloração azul e 
precipitado. A reação com FeCl3 é genericamente 
utilizada para identificação de substâncias 
fenólicas.24 Devido ao resultado positivo obtido 
para os extratos polares, procedeu-se a verificação 
da presença de flavonoides nos mesmos.

Apenas o extrato em MeOH apresentou coloração 
laranja na reação de Shinoda, que baseia-se na 
reação do flavonoide em presença de magnésio/
HCl. Essa reação é frequentemente utilizada para 
a identificação de flavonoides como, flavanonas e 
flavonas. O desenvolvimento da coloração alaranjada 
é indicativo da presença de flavonas.24

Os extratos polares apresentaram resultados 
positivos em presença de AlCl3 (fluorescência sob 
luz UV), de NaOH (intensificação da cor) e de NP/
PEG (fluorescência sob luz UV). A reação com AlCl3, 
consiste na formação de uma reação de coordenação 
estável entre os grupos hidroxilas livres do flavonoide 
com o íon Al3+. A formação da ligação provoca uma 
intensificação da absorção e um desvio batocrômico, 
quando analisado por espectrofotometria de UV/
Vis, devido à extensão do sistema conjugado.24-26 A 
reação do flavonoide com NaOH resulta na ionização 
das hidroxilas fenólicas, promovendo um desvio 
batocrômico e efeito hipercrômico.24 O reagente 
difenilborato de aminoetanol (NP)/ polietilenoglicol 
400 (PEG) é bastante utilizado para revelação e/ou 
identificação de flavonoides em cromatografia de 
camada delgada analítica (CCDA). A presença de 
saponinas espumídicas foi verificada em ambos os 
extratos polares.24,27 

2.2. Teor de fenólicos totais

Existem vários testes descritos na literatura 
para a quantificação do teor de fenóis totais, no 

entanto o método mais empregado é o que utiliza 
o reagente de Folin-Ciocalteu. Esse reagente 
apresenta coloração amarela que na presença 
de substâncias fenólicas forma um complexo de 
coloração azul.28-29 

O teor de fenólicos totais verificado com o 
reagente de Folin-Ciocalteu para os extratos em 
MeOH e MeOH:H2O foi de 120,33 ± 0,58 e 154,30 
± 2,64 mg equivalente de ácido gálico (EAG)/g, 
respectivamente. No presente trabalho o teor 
de substâncias fenólicas pode ser classificado 
como alto para ambos os extratos, visto que o 
resultado foi superior a 50 mg EAG/g.30 Os valores 
obtidos nesse trabalho foram superiores aqueles 
encontrados por Ferreira e colaboradores, que 
verificaram um teor de 56,78 ± 0,13 mg EAG/g 
para o extrato em EtOH das folhas de L. pisonis.17

A discrepância no valor descrito na 
literatura com o obtido nesse trabalho, pode 
estar relacionada com o solvente/polaridade 
empregado na extração, bem como as condições 
ambientais e época de coleta da planta.31 

Resultados similares aos obtidos nesse estudo 
foram encontrados em outras espécies da família 
Lecythidaceae. O extrato etanólico (70%) das 
folhas de Careya sphaerica e o extrato aquoso das 
folhas de Barringtonia racemosa apresentaram 
valores de 121,27 ± 0,05 e 159 ± 0,95 mg EAG/g, 
respectivamente.32,33

2.3. Teor de flavonoides totais

A prospecção fitoquímica dos extratos polares 
de L. pisonis (Tabela 1) indicou, entre outros, a 
presença de flavonoides. Desse modo procedeu-
se a quantificação desse metabólito através do 
método da reação com AlCl3. Nesse trabalho, 
encontrou-se um teor de flavonoides totais 
de 15,19 ± 0,18 e 15,23 ± 0,01 mg equivalente 
de quercetina (EQ)/g de material vegetal seco 
para os extratos em MeOH e MeOH:H2O, 
respectivamente. Obafemi e colaboradores, 
relataram resultado similar, 13,10 mg EQ/g, 
para o extrato em MeOH das folhas da espécie 
Napoleona vogelli (Lecythidaceae).34 Enquanto 
Rondón e colaboradores, descrevem um valor 
de 0,79 ± 2,40 mg EQ/g para o extrato em EtOH 
das folhas de Gustavia pubescens Ruiz & Pav. ex 
Berg.35

Ferreira e colaboradores encontraram um teor 
de 30,04 ± 0,02 mg equivalente de rutina/g de 
material vegetal seco (ER/g) para o extrato em 
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EtOH de folhas L. pisonis, enquanto que Janovick 
e colaboradores, descreveram um teor de 28,65 
± 0,09 mg ER/g de extrato etanólico das folhas de 
Cariniana domestica (Lecythidaceae).17,36

A discrepância no resultado obtido no 
presente trabalho com os relatados por Ferreira 
e colaboradores e Janovick e colaboradores pode 
estar relacionada com a diferença do padrão de 
flavonoide utilizado na dosagem. 

2.4. Teor de proantocianidinas

Na determinação do teor de proantocianidinas 
foi empregado o método da vanilina sulfúrica. 
Este é amplamente utilizado para quantificar essa 
classe de substâncias em material vegetal.37-38 O 
método baseia-se na reação, em meio ácido, da 
vanilina com o anel do flavanol meta substituído, 
resultando em uma coloração avermelhada.37,39 

No presente trabalho, o extrato em MeOH 
mostrou um teor de proantocianidina de 8,65 
± 0,00 mg equivalente de catequina/ g de 
extrato (ECAT/g). Os estudos sobre essa classe 
de metabólitos em L. pisonis são escassos. Em 
um trabalho realizado com o extrato MeOH 
de quatro diferentes amostras das cascas das 
nozes de L. pisonis foram observados teores de 
proantocianidinas de 91,99 ± 1,59 - 123,81 ± 
1,74 mg ECAT/g.19 Até o momento, não há relatos 
sobre a quantificação de proantocianidinas nas 
folhas de L. pisonis, dessa forma os resultados 
obtidos neste trabalho podem servir de referência 
para futuros estudos com as folhas da planta em 
questão. 

2.5. Atividade antioxidante in vitro

A análise da atividade antioxidante in 
vitro pode ser influenciada pela presença de 
interferentes, como por exemplo, ceras, gorduras 
e clorofilas, que podem apresentar características 
pró-oxidantes ou antioxidantes, dependendo das 
condições experimentais empregadas.40-41 Para 
minimizar a presença de interferentes, foi feita, a 
priori, a extração com hexano e em seguida com 
MeOH e MeOH:H2O.

A capacidade antioxidante in vitro dos extratos 
em MeOH e MeOH:H2O foi avaliada através dos 
métodos do 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) e 
do 2,2-azino-bis-3-etil-benzotiazolina-6-ácido 
sulfônico (ABTS·+). O método do DPPH é aplicável 
a sistemas hidrofóbicos, enquanto o método do 

ABTS·+ permite avaliar o potencial antioxidante de 
substâncias de natureza hidrofílica e lipofílica.42-43

2.5.1. Método do radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila 
(DPPH)

O método do radical DPPH baseia-se no 
princípio de que o radical (violeta em solução) na 
presença de um doador de hidrogênio ou elétron 
é reduzido, com isso a intensidade de absorção 
diminui (efeito hipsocrômico) e a solução de DPPH 
perde a coloração inicial, tornando-se amarela.43-44

A avaliação da capacidade antioxidante pelo 
método de DPPH foi expressa em concentração de 
amostra necessária para decrescer a concentração 
inicial de DPPH em 50% (CE50) e em porcentagem 
de atividade antioxidante (% AA) (Figura 1a).

No método do radical DPPH o extrato 
em MeOH:H2O apresentou uma capacidade 
antioxidante (CE50 = 25,17 ± 0,85 µg/mL) superior 
a do extrato em MeOH (CE50 = 61,57 ± 0,34 µg/
mL) e similar à do padrão utilizado, quercetina 
(CE50 = 23,24 ± 1,44 µg/mL). Segundo a literatura, 
os extratos em MeOH e MeOH:H2O apresentaram 
moderada e elevada atividade antioxidante, 
respectivamente.45 Um estudo científico com as 
folhas de L. pisonis mostrou para o extrato em 
EtOH uma CE50 = 49,04 ± 1,65 µg/mL.17 

Quanto a porcentagem de atividade 
antioxidante, o extrato em MeOH e o MeOH:H2O 
apresentaram uma % AA máxima de 75,77 ± 0,22% 
e 92,11 ± 0,33% respectivamente, enquanto o 
padrão quercetina de 93,02 ± 0,17% (Figura 1a). 
Ambos os extratos analisados apresentaram 
capacidade de inibir ou sequestrar radicais 
livres, podendo configurar como possíveis fontes 
de substâncias antioxidantes.

2.5.2. Método do 2,2 - azino - bis - 3 - etil -benzotiazolina 
- 6 - ácido sulfônico (ABTS·+)

Ao contrário do DPPH que é um radical livre 
estável a temperatura ambiente, o radical ABTS·+ 
é formado através da reação do sal ABTS com 
perssulfato de potássio. O radical em solução 
apresenta coloração azul-esverdeado e λmax em 
734 nm.  Na presença de um potencial antioxidante 
o ABTS·+ é reduzido tornando a solução incolor.42-43

A capacidade antioxidante, utilizando o método 
do radical ABTS, foi expressa como micromolar 
equivalente de Trolox por grama de extrato seco 
(μM ET/g) e em % AA (Figura 1b).



Rev. Virtual Quim. |Vol 12|  |No. 6|  |1511-1528|1516

Barreto, K. G. et al.

No método do ABTS·+ o extrato em MeOH:H2O 
apresentou um potencial antioxidante (300,15 ± 
2,97 μM ET/g) superior ao do extrato em MeOH 
(296,51 ± 3,89 μM ET/g), comportamento este 
similar aquele observado no método do DPPH.

Demoliner e colaboradores, trabalhando 
com amostras do extrato  aquoso das castanhas 
e do extrato hidroalcoólico (8:2) das cascas 
das castanhas de L. pisonis, observaram 
valores de 34,15 ± 0,18 - 48,13 ± 0,27 µM 
ET/g e 193,45 ± 0,89 - 197,70 ± 0,17 µM ET/g, 
respectivamente.19 Outro trabalho utilizando o 
óleo das castanhas obtido por dois processos, 
extração a quente com hexano em Soxhlet e o 
método de extração Bligh e Dyer, mostrou valores 
de 5,58 ± 0,38 µM ET/g de óleo e 8,71 ± 0,29 µM 
ET/g de óleo, respectivamente.21  

No método do ABTS·+, ambos os extratos 
apresentaram uma baixa % AA, quando 
comparados com o padrão Trolox (Figura 1b). Os 
extratos em MeOH e MeOH:H2O apresentaram 
uma % AA máxima de 25,07 ± 0,90% e 25,78 ± 
0,11%, respectivamente, enquanto o padrão de 
Trolox mostrou um valor de 89,57 ± 0,01%.

Comparando a % AA obtida por ambos os 
métodos utilizados verificou-se que o resultado 
alcançado com o DPPH foi superior ao observado 
com o ABTS·+. De acordo com Yu e colaboradores, 
o fato pode estar associado aos diferentes 
mecanismos envolvidos nas reações entre radical 
e antioxidante, bem como a estereoseletividade 
dos radicais e a solubilidade do extrato nos 
solventes empregados.46

Comparando-se os resultados obtidos 
para fenóis totais, flavonoides totais e 
proantocianidinas, observa-se que o aumento 
das concentrações destes nos extratos foi 
acompanhado, como era de se esperar, pelo 
aumento da capacidade antioxidante (Tabela 2). 

2.6. Avaliação da atividade citotóxica frente 
as larvas de Artemia salina Leach

O ensaio da citotoxicidade frente a larva 
de A. salina, por sua simplicidade, é utilizado 
preliminarmente a testes biológicos mais 
específicos.47 Os extratos em MeOH e MeOH:H2O 
apresentaram toxicidade com uma DL50 igual a 

Figura 1. Atividade antioxidante dos extratos MeOH e MeOH/H2O das folhas de L. pisonis pelo método 
do (a) DPPH e (b) ABTS

Teste EM EMH Quercetina

Fenóis totais (FT) 120,33 ± 0,58 154,30 ± 2,64 -

Flavonoides totais (FLT) 15,19 ± 0,18 15,23 ± 0,01 -

Proantocianidinas 8, 65 ± 0,00 - -

DPPH (CE50) 61,57 ± 0,34 25,17 ± 0,85 23,24 ± 1,44

ABTS 296,51 ± 3,89 300,15 ± 2,97 -

Tabela 2. Conteúdo de atividade antioxidante, flavonoides totais e fenólicos totais dos extratos 
MeOH e MeOH/H2O

FT (mg de EAG/g de extrato seco), FLT (mg de EQ/g de extrato seco), Proantocianidina (mg de ECAT/g de extrato seco), 
CE50(µg/mL), ABTS (µM equivalente de Trolox/g de extrato seco). EM = extrato bruto em MeOH; EMH = extrato bruto em 
MeOH:H2O.
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665,7 µg/mL e 889,0 mg/mL respectivamente, pois 
segundo  Meyer e colaboradores extratos brutos 
com DL50 ≤ 103 µg/mL são considerados tóxicos.48 
Ambos os extratos podem ser considerados 
levemente tóxicos, uma vez que apresentaram 
valores de DL50 entre 500 µg/mL e 1000 µg/mL.49 

De fato, algumas substâncias presentes nesses 
extratos foram relatadas previamente como 
agentes citotóxicos, como por exemplo, a mistura 
dos triterpenos ácido ursólico e oleanóico.15

2.7. Determinação estrutural das substâncias

A investigação fitoquímica dos extratos 
de baixa polaridade das folhas secas de L. 
pisonis, resultou na identificação da mistura 
dos triterpenos: epifriedelanol e friedelina 
(1+2), α-amirina e β-amirina (4+5) e esqualeno 
(3), da mistura dos esteroides: estigmasterol e 
β-sitosterol (6+7); α-tocoferol (8); e da mistura 
dos seguintes ésteres de cadeia longa: palmitato 
de metila, palmitato de etila, 9-octadecenoato 
de etila, 9,12,15-octadecanoato de metila, 
palmitato de butila, octadecanoato de etila e 
octadecanoato de butila (9-15). O fracionamento 
dos extratos de alta polaridade possibilitou a 
identificação do ácido ursólico (16), quercetina-
3-O-β-D-glicopiranosídeo (20), kaempferol-3-

O-β-D-glicopiranosídeo (21), ácido gálico (17) e 
do galato de metila (19). Do hidrolato resultante 
da extração das folhas frescas em destilador 
tipo Clevenger, foram identificados o ácido 
gálico (17) e o ácido elágico (18). Segundo a 
busca na literatura, este é o primeiro relato da 
identificação das substâncias 8 - 15, 17 - 21 nas 
folhas da espécie L. pisonis.  

A identificação estrutural das substâncias 
1 – 2 e 4 – 7 foi realizada através de análise por 
cromatografia gasosa acoplada ao espectrômetro 
de massas (CG/EM), comparação dos tempos 
de retenção e razão massa/carga (m/z) dos 
fragmentos com os dados da biblioteca NIST do 
equipamento de CG/EM (Tabela 3), informações 
obtidas nos espectros de RMN de 1H e 13C e dados 
da literatura.17,50 A identificação do triterpeno 
16 foi realizada por meio das técnicas de EM 
(inserção direta) e RMN de 1H e 13C e comparação 
com dados da literatura.51 A mistura de 3, 8 e 9 
– 15 foi identificada pela análise dos espectros 
de massas, comparação com dados da biblioteca 
NIST do equipamento de CG/EM e/ou dados da 
literatura.52-53 Para as substâncias 17 - 21 além dos 
dados obtidos nos espectros de RMN de 1H e 13C 
foram utilizadas informações obtidas na análise 
dos dados de UV, LC/MS, EM e/ou comparação 
com dados da literatura.54-56

Substância Nome da substância Método de 
identificação M+·  m/z I.S. (%)

1 Epifriedelanol CG/EM e RMN 428 413, 275, 231 96,7

2 Friedelina CG/EM e RMN 426 411, 302, 274, 273 97,8

3 Esqualeno CG/EM 410 81, 69 99,2

4 β-amirina CG/EM e RMN 426 218, 208, 203, 189 99,0

5 α-amirina CG/EM e RMN 426 218, 208, 203, 189 98,4

6 Estigmasterol CG/EM e RMN 412 394, 351, 273, 255, 231, 213 96,7

7 β-Sitosterol CG/EM e RMN 414 399, 381, 329, 273, 255, 231, 213 96,5

8 α-Tocoferol CG/EM 430 205, 165 99,3

9 Palmitato de metila CG/EM 270 227, 143, 129, 87, 74 99,4

10 Palmitato de etila CG/EM 284 239, 149, 101, 88 98,9

11 9-Octadecenoato de etila CG/EM 310 264, 222, 180, 123 97,0

12 Octadecanoato de metila CG/EM 298 269, 255, 199, 143, 87, 74 89,1     

13 Palmitato de butila CG/EM 312 257, 239, 129 98,0

14 Octadecanoato de etila CG/EM 312 269, 157 97,8

15 Octadecanoato de butila CG/EM 340 285, 267, 129 92,7

16 Ácido ursólico EM e RMN 456 438, 411, 248, 203, 133 89,0

Tabela 3. Constituintes químicos 1- 16 identificados nas folhas de L. pisonis

I.S. = Índice de similaridade com a biblioteca NIST
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A substância 17 (54,30 mg) foi obtida como um 
sólido cristalino e solúvel em MeOH. O espectro 
de massas, obtido via inserção direta e ionização 
por impacto de elétron a 70 eV apresentou pico 
do íon molecular a M+· = 170 Daltons, compatível 
com a fórmula molecular C7H6O5. Os fragmentos 
de massa, foram: m/z = 153 (M+·–17) relativo a 
perda de HO· e a m/z = 125 (M+·–17–28) relativo 
a perda concomitante de HO· e de um fragmento 
neutro de CO. 

O espectro de RMN de 1H de 17 apresentou um 
sinal simples a dH 7,07 (s, H-2/ H-6). O espectro de 
RMN 13C apresentou quatro sinais entre dC 110,46 
– 146,46 e um sinal a dC 170,57 (C-7) relativo a 
um substituinte carbonila. Os dados observados 
no espectro de correlação heteronuclear (HMQC), 
relativos a correlação existente entre os sinais dH 
7,07 e dC 110,46 (C-2/ C-6) e também a maior 
intensidade dos sinais a dC 110,46 e 146,46 
(C-3/ C-5), sugerem uma molécula simétrica. Essas 
observações puderam ser confirmadas a partir da 
análise do espectro de correlação heteronuclear 
a longa distância (HMBC), no qual se verifica a 
existência de correlação entre os cinco carbonos 
da molécula com o sinal dH 7,07. O conjunto de 
dados espectrais obtidos para a substância 17, 
associados aqueles observados na literatura 
possibilitaram a identificação da substância como 
sendo o ácido gálico.54 

A substância 18 (4,40 mg) apresentou-se como 
um sólido amarelo solúvel em DMSO. O espectro 
de massas, obtido via inserção direta e ionização 
por impacto de elétron a 70 eV apresentou o pico 
do íon molecular a m/z 302 (M+·), compatível 
com a fórmula molecular C14H6O8. O espectro 
de RMN de 1H apresentou um sinal simples a dH 
7,40 (H-5/ H-5’). Enquanto o espectro de RMN 
de 13C apresentou seis sinais entre dC 106,85 
– 148,30 e um sinal a dC 159,32 atribuído a 
carbonila da lactona. O espectro de HMQC, 
mostrou correlação entre dH 7,40 (H-5/ H-5’) e dC 
109,86 (C-5/ C-5’). O espectro de HMBC mostrou 
a existência de correlação de dH 7,40 com 
todos os carbonos da molécula, sugerindo uma 
molécula simétrica com dois carbonos metínicos 
equivalentes (C-5/ C-5”) e seis pares de carbonos 
não hidrogenados equivalentes (C1/ C1’; C-2/ 
C-2’; C-3/ C-3’; C- 4/ C-4’; C-6/ C-6’ e C-7/ C-7’). O 
conjunto desses dados associados com aqueles 
comparados com os dados da literatura permitiu 
identificar a substância 18 como sendo o ácido 
elágico.55

O fracionamento cromatográfico da fração 
etérea do extrato em MeOH:H2O resultou no 
isolamento da mistura de 17+19. A análise por 
cromatografia líquida de alta eficiência acoplada 
a espectrômetro de massas com ionização por 
electrospray (LC/EM-ESI) da mistura revelou a 
presença de dois picos majoritários. A análise 
forneceu, informações sobre o íon molecular 
e fragmentos característicos das substâncias. 
A substância 17 exibiu íon quasimolecular em 
[M+H]+ = 171,03, compatível com a fórmula 
molecular C7H7O5, típica do ácido gálico, 
identificado anteriormente. O espectro de 
massas de 19, substância majoritária, mostrou 
[M+H]+ = 185,04 (C8O5H9) e fragmentos a m/z 
= 153 [M – 31 – H]+ (perda da metoxila), m/z = 
126 [M – 59 – H]+ (perda de COOCH3) e m/z = 107 
[M – 46 – H]+ (perda de H2CO2). 

O espectro de RMN de 1H da mistura revelou 
sinais simples em dH 7,05 (s, H-2/ H-6) atribuídos 
a substância 17 e dH 7,03 (s, H-2/ H-6) e dH 
3,81(s), característico de grupo metoxila, para 
a 19. O espectro de RMN de 13C exibiu onze 
sinais de carbono, sendo um sinal de carbono 
metílico (dC 52,42; -OCH3), dois sinais de carbonos 
metínicos (dC 110,46 e dC 110,18) e seis sinais 
de carbonos não hidrogenados entre dC 170,53 
- 121,58. O espectro de HMQC mostrou que os 
sinais dC 52,42 (-OCH3) e dC  110,18 (C-2 e C-6) 
apresentam correlação direta com os sinais em dH  
3,81 (s) e dH 7,03 (s), respectivamente; e o sinal dH 
7,05 (s) com dC 110,46 (C-2 e C-6) sugerindo uma 
mistura de substâncias com estrutura molecular 
aromática simétrica com anel tetrasubstituído.54 A 
análise do espectro de HMBC mostrou a correlação 
entre dH 3,81 (s) e dC 169,18 (C-7) indicando a 
presença de função éster em uma das substâncias 
da mistura.54 Com base nas informações obtidas 
com os espectros de LC/EM-ESI, RMN de 1H e 13C, 
aliada à comparação com dados espectrométricos 
descritos na literatura, foi possível identificar as 
substâncias como o ácido gálico (17) e galato de 
metila (19) na proporção 1:2.54

A mistura de flavonoides (20 + 21) se 
apresentou como um pó amorfo amarelado, 
solúvel em MeOH, que ao ser analisado por 
CCDA apresentou-se como duas manchas com Rf 
distintos de coloração amarelada e verde escuro 
quando revelada com vanilina sulfúrica e FeCl3, 
respectivamente. Não foi possível purificar à 
amostra devido a pouca massa obtida da mesma 
(3,4 mg).
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O espectro de UV da mistura apresentou duas 
bandas em λmáx 264 e 353 nm, característicos da 
banda II (anel A - benzoíla) e da banda I (anel 
B - cinamoíla), respectivamente.57 A adição 
de AlCl3 a solução de 20 + 21 provocou um 
deslocamento batocrômico nas bandas I e II. 
Por outro lado, a adição de HCl:H2O (15%) na 
mistura de flavonoides/MeOH/AlCl3 resultou 
em deslocamento hipsocrômico da banda I. A 
banda II não sofreu alteração. Essas observações 
sugerem a presença de uma mistura de flavonóis 
com grupos hidroxilas nas posições 3’ e 4’ do anel 
B (Figura 2).

A análise do espectro de RMN de 1H da mistura 
20 + 21 revelou sinais na região de hidrogênios 
aromáticos, dH 6,40 (d, J = 1,95 Hz, H-8) e 6,20 
(d, J = 1,80 Hz, H-6), característicos do anel A dos 
flavonoides. Para o anel B foram observados sinais 
em dH 7,58 (m, H-2’/H-6’) e dH 6,85 (dl, J = 8,85 Hz, H-5’) 
atribuídos a isoquercitrina e sinais em dH 8,03 (m, 
H-2’/H6’) e 6,85 (dl, J = 8,85 Hz, H-3’/H-5’) atribuídos 
a astragalina. Também foram observados sinais 
na região característica de resíduo de açúcar (dH 
3,22 – 5,45) e os sinais em dH 5,45 (d, J = 7,65 Hz) 
e dH 5,33 (d, J = 7,15 Hz) que foram atribuídos 
aos hidrogênios anoméricos da isoquercetina e 
astraglina, respectivamente. 

Os espectros de RMN de 13C desacoplado 
de hidrogênio e APT exibiram 22 sinais, sendo 
dez sinais relativos a carbonos quartenários, 
11 sinais referentes a carbonos metínicos e 

um sinal de carbono metilênico. A localização 
dos resíduos de açúcar foi determinada pela 
diferença de deslocamento químico, observado 
em C-2 e C-3, em relação aos valores verificados 
na literatura para os flavonoides quercetina e 
kaempferol. A presença do resíduo de açúcar na 
posição C-3 provoca um efeito de desproteção 
no C-2, promovendo um deslocamento químico 
para maiores frequências.58 A quercetina e 
kaempferol apresentam valores de deslocamento 
químico para os carbonos C-2 e C-3 em torno 
de dC 148,0 e 127,2, respectivamente, enquanto 
os seus derivados glicosilados (isoquercitrina e 
astragalina) apresentam deslocamentos químicos 
para os carbonos C-2 e C-3 em dC 156,26 e 133,22, 
respectivamente. 

A associação dos dados fornecidos pelos 
espectros de UV e RMN de 1H e 13C e a comparação 
com a literatura, possibilitou a identificação da 
mistura de substâncias como quercetina-3-O-β-D-
glicopiranosídeo (isoquercetina - 20) e kaempferol-
3-O-β-D-glicopiranosídeo (astragalina - 21).54,56

3. Experimental

3.1. Material vegetal 

As folhas de um espécime de L. pisonis foram 
coletadas em maio e junho de 2015 no campus da 
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 

Figura 2. Espectros de absorção no UV da mistura das substâncias 20 + 21: Preto (MeOH); Vermelho 
(MeOH + AlCl3); Azul (MeOH + AlCl3+ HCl)
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Ribeiro (UENF) (21° 45’ 41.7” Sul 41° 17’ 38.3” 
Oeste), no município de Campos dos Goytacazes, 
RJ. O material foi identificado pela bióloga Tatiane 
Pereira de Souza e a exsicata (HUENF 5707) está 
depositada no herbário da Universidade Estadual 
do Norte Fluminense (UENF), localizado no Centro 
de Biociências e Biotecnologia. 

3.2. Processos de extração

Foram utilizados dois métodos para preparação 
dos extratos brutos: extração exaustiva à 
temperatura ambiente (folhas secas à temperatura 
ambiente) e hidrodestilação pela extração com 
aparelho tipo Clevenger (folhas frescas). 

3.2.1. Extração exaustiva à temperatura 
ambiente 

As folhas secas e trituradas (1381,0 g) foram 
submetidas à sucessivas extrações com os 
solventes hexano, MeOH e MeOH:H2O (1:1). Após 
remoção do solvente sob pressão reduzida foram 
obtidos 128,86 g de extrato bruto em hexano 
(EH), 365,57 g de extrato em MeOH (EM) e 140,81 
g de extrato em MeOH:H2O (EMH). 

3.2.2. Hidrodestilação com aparelho tipo 
Clevenger

Na tentativa de obtenção de óleo essencial, 
as folhas frescas de L. pisonis (47,20 g) foram 
trituradas e adicionadas a um balão de fundo 
redondo com 500 mL de água destilada. Ao balão 
foi acoplado um hidrodestilador tipo Clevenger, 
refrigerado com banho ultratermostático (10°C) 
por 2 h. Esse procedimento não produziu óleo 
essencial. Por outro lado, o resíduo aquoso foi 
submetido à extração com AcOEt, e a fração 
orgânica após um período de repouso resultou na 
formação de um precipitado amarelo pálido (18, 
4,40 mg). O sobrenadante da fração em AcOEt foi 
submetida a precipitação forçada por adição de 
hexano. O precipitado (separado do sobrenadante 
por centrifugação) resultou na substância 17 
(54,30 mg).

3.3. Triagem fitoquímica 

Após a obtenção dos extratos brutos, os 
mesmos foram submetidos a testes químicos 
qualitativos para identificação de metabólitos 
secundários: triterpenos e esteroides, flavonoides 

Figura 3. Estruturas das substâncias identificadas nas folhas de L. pisonis
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e fenólicos em geral, alcaloides, saponinas 
espumídicas e antraquinonas.24, 27

3.4. Determinação do teor de fenólicos e 
flavonoides totais 

3.4.1. Teor de fenólicos totais

O teor de fenólicos totais foi determinado 
pelo método de Folin-Ciocalteu, adaptando 
a metodologia descrita por Sousa e 
colaboradores.59 Uma alíquota (100 mL) da 
solução em MeOH dos extratos (150 µg/mL) foi 
misturada e agitada com 500 μL do reagente de 
Folin-Ciocalteu e 6 mL de água destilada por 1 
min. Posteriormente, acrescentou-se solução de 
carbonato de sódio (2 mL, 15% m/v) e agitou-se 
a mistura por 30 segundos. O volume da solução 
foi acertado para 10 mL, com água destilada. 
Após 2 horas de incubação, em ambiente escuro, 
as leituras das absorbâncias foram feitas a 750 
nm, utilizando como branco metanol e todos os 
reagentes, com exceção dos extratos. A curva 
de calibração foi preparada com cinco pontos 
utilizando soluções padrão de ácido gálico, em 
MeOH, nas concentrações de 100 a 700 μg/mL 
(y = 0,001x – 0,0703, R2 = 0,998). Os resultados 
foram expressos em miligramas de equivalentes 
de ácido gálico por grama de extrato seco 
(mg EAG/g) e todas as análises foram realizadas 
em triplicata.

3.4.2. Teor de flavonoides totais

A determinação do teor de flavonoides totais 
foi realizada pelo método do AlCl3 com base na 
metodologia descrita por Rio (adaptado).60 Em 
um balão volumétrico (50 mL), uma alíquota de 
15 mL da solução hidroalcoólica (MeOH/H2O 70%) 
dos extratos (1 mg/mL) foi misturada com 1,0 
mL de solução metanólica de AlCl3 (5% m/v) e 
acertou-se o volume com MeOH/H2O 70%. Após 
repouso de 30 minutos à temperatura ambiente, 
a absorbância foi medida a 425 nm. A curva 
de calibração foi construída com treze pontos 
utilizando-se soluções padrão de quercetina nas 
concentrações de 3,0 a 15 μg/mL (y = 0,0637x + 
0,0487, R2 = 0,995). Como branco foi utilizada a 
solução de MeOH/H2O 70%. Os resultados foram 
expressos em miligrama de equivalentes de 
quercetina por grama de extrato seco (mg EQ/g) e 
as análises realizadas em triplicata. 

3.5. Determinação do teor de proantocinidinas

O teor de proantocinidinas foi determinado 
pelo método da vanilina sulfúrica, adaptando 
a metodologia descrita por Queiroz e 
colaboradores.61 Uma alíquota de 1,0 mL 
da solução aquosa do extrato (2 mg/mL) foi 
misturada com 2,0 mL da solução de vanilina a 2% 
em ácido sulfúrico (70% v/v). Após incubação por 
15 minutos, em banho-maria a 50°C, as leituras 
das absorbâncias foram realizadas a 500 nm. O 
branco foi preparado substituindo a solução de 
vanilina na mistura de reação por água destilada. 
A curva de calibração foi construída com sete 
pontos utilizando soluções padrão de catequina 
nas concentrações de 10,20 a 25,50 µg/mL 
(y = 0,0297x + 0,201, R2 = 0,996). O resultado 
foi expresso em miligrama de equivalente de 
catequina por grama de extrato seco (mg ECAT/g) 
e as análises realizadas em triplicata.

3.6. Determinação da atividade antioxidante 
in vitro

3.6.1. Método do radical 2,2-difenil-1-
picrilidrazila (DPPH)

A avaliação da capacidade sequestradora 
do radical DPPH foi realizada com base na 
metodologia descrita por Sousa e colaboradores.59 
Construiu-se uma curva de calibração com nove 
pontos utilizando soluções padrão do radical DPPH 
nas concentrações de 1 a 40 µg/mL, em MeOH 
(y = 0,0227x + 0,0124, R2 = 0,999). Utilizou-se o 
MeOH como branco. As leituras das absorbâncias 
foram realizadas, em triplicata, no comprimento 
de onda de 515 nm.  

3.6.2. Leitura das absorbâncias dos extratos e 
padrão quercetina

Foram preparadas seis soluções dos extratos e 
quercetina nas concentrações de 25 a 250 μg/mL 
em MeOH. Uma alíquota (0,3 mL) dessas soluções 
foi misturada com 2,7 mL da solução de DPPH a 40 
μg/mL. Após 30 minutos de incubação, ao abrigo 
da luz e à temperatura ambiente, as leituras das 
absorbâncias foram realizadas a 515 nm. Como 
branco foi utilizado a mistura de MeOH (2,7 mL) 
e solução do extrato (0,3 mL). Os resultados 
foram expressos como porcentagem de atividade 
antioxidante (% AA), determinada pela equação 1, 
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e CE50 (µg/mL), que corresponde a concentração 
necessária da amostra para decrescer a 
absorbância inicial da solução do radical DPPH em 
50%. As análises foram realizadas em triplicata.

% AA = {[Acontrole – (Aamostra – Abranco)] × 100}/Acontrole      (1)

Onde: Acontrole é a absorbância da solução do 
radical DPPH a 40 μg/mL, Aamostra é a absorbância 
da mistura da solução do radical DPPH com a 
amostra e Abranco é a absorbância da mistura da 
solução do extrato com solvente MeOH. 

3.6.3. Método do 2,2-azino-bis-3-etil-
benzotiazolina-6-ácido sulfônico (ABTS·+)

O ensaio foi desenvolvido seguindo a 
metodologia descrita por Rufino e colaboradores.62 
Inicialmente, uma alíquota (5,0 mL) da solução 
aquosa de ABTS·+ (7,0 mM) foi misturada com 
88 μL de uma solução aquosa de persulfato de 
potássio (2,45 mM) e armazenadas ao abrigo 
da luz, à temperatura ambiente, por 16 h. Em 
seguida, o produto da reação (radical ABTS·+) foi 
diluído em etanol até atingir uma absorbância de 
0,70 no comprimento de onda de 734 nm. 

Foram preparadas cinco soluções dos 
extratos nas concentrações de 25 a 500 μg/
mL, em etanol. Uma alíquota de 30 μL dos 
extratos foi misturado com 3,0 mL da solução 
do radical ABTS·+. Após 6 minutos de incubação 
ao abrigo da luz, à temperatura ambiente, as 
leituras das absorbâncias foram realizadas a 734 
nm, utilizando como branco o solvente EtOH. 
A curva de calibração foi construída com cinco 
pontos utilizando soluções padrão de Trolox nas 
concentrações de 100 a 2.000 μM, em etanol 
(y = -0,0003x + 0,7042, R2 = 0,993). Os resultados 
foram expressos como equivalente micromolar de 
Trolox por grama de extrato seco (μM ET/g) e por 
% AA (equação 1). As análises foram realizadas em 
triplicata.

3.7. Ensaio de citotoxicidade frente a larvas 
de Artemia salina Leach

A análise de citotoxicidade frente a larvas 
de Artemia salina L. (A. . Salina) foi realizada 
conforme metodologia proposta por Meyer e 
colaboradores.48 Foram preparadas cinco soluções 
dos extratos e controle positivo (dicromato de 
potássio) nas concentrações de 100 a 1000 μg/

mL. As amostras foram solubilizadas no sistema 
água marinha/DMSO 1% na proporção 3:2 (v/v). 
Foram colocadas, aproximadamente, 15 larvas 
de A. salina em contado com cada solução pelo 
período de 24 horas, sob iluminação artificial e 
à temperatura ambiente. Após esse tempo, foi 
realizada a contagem dos indivíduos vivos e mortos. 
Os resultados foram expressos em DL50 (µg/mL), 
que corresponde à dose necessária da amostra 
para matar 50% dos indivíduos em teste. Os dados 
foram tratados estatisticamente pelo método log-
Probit e a análise realizada em triplicata. 

3.8. Análises cromatográficas 

A cromatografia em coluna foi realizada 
utilizando sílica gel 60 (Merck®, 70-230 e 230-400 
mesh); Sephadex LH-20 da marca Pharmacia e 
resina XAD-2 da marca Amberlite. Para as análises 
por cromatografia de camada delgada analítica 
(CCDA) foram usadas cromatoplacas de sílica gel 60 
F254 da Merck®. 

As análises cromatográficas a gás e os espectros 
de massa de baixa resolução foram realizadas 
em um espectrômetro de massas Agilent 5975C 
acoplado ao cromatógrafo a gás 7890A.  Foi utilizado 
uma coluna HP-5ms (30 m, 0,25 mm, 0,25 µm).  O 
volume injetado foi de 1 µL em modo de divisão 
(split) 1: 10 em um injetor a 280oC. O forno foi 
programado para uma temperatura inicial de 80°C 
com taxa de aquecimento de 10°C/min até 280°C 
(20 min.). O gás de arraste hélio (5.0 analítico) 
manteve o fluxo constante de 1,0 mL/min. O 
detector de massa operou nas seguintes condições: 
temperatura da interface, da fonte de ionização 
e do analisador quadrupolo foram de 280, 230 
e 150 oC respectivamente; modo de ionização 
por impacto de elétrons (EI) a 70 eV. Os dados 
obtidos foram analisados utilizando o software 
MSD Chemstation acoplado com a biblioteca de 
espectros de massa NIST/EPA/NIH, versão 2.0 g de 
19 de maio de 2011. 

O espectro de massa de baixa resolução 
da substância 16 foi realizado em um 
espectrômetro QP 5050 Shimadzu com um 
dispositivo para inserção direta com uma rampa 
de aquecimento com uma temperatura inicial 
de 100°C (5 min.) até 280°C (20 min).

A identificação das substâncias foi realizada 
por comparação dos espectros de massas com 
o banco de dados da biblioteca NIST e dados 
disponíveis na literatura. 
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A análise de cromatografia líquida e os 
espectros de alta resolução foram obtidos no 
equipamento LCMS-IT-TOF, equipado com fonte 
de ionização por electrospray, Shimadzu. A 
separação foi realizada em uma coluna Shimadzu 
XR-ODS C18 (75 mm x 2,0 mm x 2,2 µm). As fases 
móveis foram água deionizada (solvente A) e 
MeOH (solvente B), ambos acidificados com ácido 
fórmico (0,1%), utilizando o seguinte gradiente de 
eluição: 0 – 3 min, 5% B; 3 – 18 min, 50% B; 18 – 20 
min, 50% B; 20 – 25 min, 5% B. A temperatura do 
forno foi de 40°C, a taxa de fluxo da fase móvel foi 
de 0,3 mL/min e o volume de injeção da amostra 
de 50 µL. 

A cromatografia líquida de média pressão 
(MPLC) foi realizada em um cromatógrafo de 
média pressão Büchi equipado com uma unidade 
controlada (C-620), 2 bombas (C-605), coletor de 
frações (C-660), monitor UV (C - 630), injetor e um 
loop de 5 mL. 

3.9. Espectros UV-Vis, de RMN de 1H e de 13C

As medidas de absorção foram feitas usando 
espectrofotômetro UV-Vis Bel Photonics, modelo 
1105. Os espectros de absorção na região do UV-
Vis foram obtidos por varredura no intervalo de l 
200 - 500 nm em um espectrofotômetro UV-1800 
Shimadzu, com faixa espectral entre 200 e 1000 nm.

Os espectros de RMN de 1H e de 13C, foram 
obtidos em um espectrofotômetro Bruker 
Avance III 500 MHz (500 MHz para 1H e 125 
MHz para 13C), utilizando CDCl3, MeOD ou 
DMSO como solventes e TMS como padrão de 
referência interna. Os deslocamentos químicos 
(d) foram fornecidos em ppm e as constantes de 
acoplamento (J) em Hertz (Hz). 

3.10. Isolamento de compostos e misturas

O extrato bruto em hexano (EH, 32 g) foi 
submetido à filtração utilizando como material 
filtrante uma mistura de sílica gel 60 (70-230 
mesh), celite e carvão ativo. Como eluente 
foram empregados os solventes hexano, 
diclorometano (CH2Cl2), acetato de etila (AcOEt) 
e MeOH. As frações obtidas foram analisadas 
por cromatografia de camada delgada analítica 
(CCDA) e reunidas de acordo com a semelhança 
do fator de retenção (Rf), resultando em oito 
grupos distintos (EH1 – EH8). Os grupos EH3 (4,87 
g) e EH4 (3,45 g) apresentaram a formação de 

um material cristalino (EHMC) que foi separado 
por meio de filtração simples em papel de filtro 
e lavado com hexano. Os solventes utilizados na 
extração, fracionamento cromatográfico e nas 
análises qualitativas e quantitativas foram da 
Synth® e Vetec. Os reagentes utilizados foram 
adquiridos da Sigma Aldrich e Synth®.

A partir da análise em CG/EM, o EHMC (660,60 
mg), resultante da filtração, foi reunido e forneceu 
a mistura dos triterpenos 1 – 2. O filtrado do grupo 
EH3 (4,52 g) indicou uma mistura dos triterpenos 
2, 4 - 5 e do tocoferol 8.

Uma alíquota do filtrado do grupo EH4 
(1,50 g) foi submetido a cromatografia em coluna 
(CC) empacotada com sílica gel (230-400 mesh) 
e eluída com o sistema de solventes orgânicos 
hexano:AcOEt (85:15), seguido por AcOEt e, 
posteriormente MeOH. Esse procedimento 
deu origem a 123 frações, que foram reunidas, 
após análise em CCDA, em 12 subfrações 
(EH4.1 – EH4.12). A subfração EH4.3 (369,30 mg) 
forneceu a mistura dos triterpenos 4 - 5 e a EH4.6 
(51,70 mg) a mistura dos esteroides 6 - 7.

A análise por CG-EM do grupo EH1 (15,70 
g) revelou a presença do triterpeno 3, como 
componente majoritário. No grupo EH2 (3,01 g) 
foi identificada uma mistura de 3, 8 e dos ésteres 
de cadeia longa 9 - 15. 

Uma alíquota do extrato bruto em MeOH 
(EM, 40,30 g) foi particionada com AcOEt. Após 
remoção do solvente, sob pressão reduzida, 
foram obtidos 12,30 g da fase em AcOEt 
(EMFAE). Uma porção da EMFAE (4,00 g) foi 
submetida à cromatografia de adsorção em 
coluna empacotada com resina XAD-2, eluída 
com água destilada acidificada com ácido 
clorídrico (pH = 2), seguido de água destilada 
e por fim MeOH:H2O (5:95 a 100:0). As frações 
coletadas foram analisadas em CCDA e reunidas 
em dez subfrações (CX1 – CX10). A subfração 
CX2 (320,50 mg) foi submetida a sucessivas 
cromatografias de exclusão em Sephadex LH-
20, eluídas com MeOH, e forneceu a mistura 
(3,40 mg) dos flavonoides 20 - 21.

A subfração CX7 (3,21 g) foi submetida a 
precipitação forçada por adição de CH2Cl2. O 
sobrenadante (1,40 g), separado por meio de 
filtração, foi submetido a cromatografia líquida 
de média pressão (MPLC) sobre sílica gel (230-
400 mesh) em coluna de vidro Büchi (15 mm x 
230 mm), eluída com o sistema hexano:AcOEt 
(9:0,5), seguido por AcOEt e MeOH. Foram 
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recolhidas 141 frações de 10 mL, que, após análise 
em CCDA, foram reunidas em 23 subfrações 
(CX700 – CX723). A subfração CX713 (56,50 mg) 
foi submetida a precipitação forçada por adição 
de CH2Cl2, resultando em um precipitado branco 
(3,20 mg, 16).

Uma porção do extrato EMH (8,80 g) foi 
submetida a partição entre água e o solvente 
orgânico éter etílico. A fase orgânica foi separada 
e evaporada para obter a fração em éter etílico 
(EMHFET, 143,40 mg). A fração EMHFET foi 
submetida a cromatografia de exclusão em 
Sephadex LH-20, eluída com MeOH. Foram 
recolhidas 42 frações, que foram reunidas em 7 
subfrações (D1 - D7), com base no comportamento 
em CCDA. A subfração D3 (13,70 mg) forneceu 
uma mistura de 17 - 19.

O fluxograma do processo de obtenção das 
substâncias identificadas nas folhas de L. pisonis 
pode ser visualizado na Figura 4. 

3.11. Análise estatística

Os resultados obtidos neste trabalho foram 
apresentados como a média de três repetições 
(n=3) ± desvio padrão da média.

4. Conclusão

A prospecção fitoquímica dos extratos em 
hexano, MeOH e MeOH:H2O, obtidos das folhas 
de L. pisonis, mostrou resultado positivo para a 
presença de triterpenos, esteroides, saponinas, 
flavonoides e fenóis em geral. Essas classes de 
metabólitos secundários podem estar associadas 
às propriedades farmacológicas relatadas para a 
espécie. 

Esses resultados foram respaldados pelo 
fracionamento dos extratos, no qual foram 
identificados seis triterpenos: epifriedelanol 
(1), friedelina (2), esqualeno (3), β-amirina (4), 
α-amirina (5) e ácido ursólico (16); dois esteroides: 
estigmasterol (6) e β-sitosterol (7); um tocoferol, 
α-tocoferol (8); sete ésteres: palmitato de metila 
(9), palmitato de etila (10), 9-octadecenoato 
de etila (11), 9,12,15-octadecanoato de metila 
(12), palmitato de butila (13), octadecanoato de 
etila (14) e octadecanoato de butila (15); dois 
flavonoides: quercetina-3-O-β-D-glicopiranosídeo 
(20) e kaempferol-3-O-β-D-glicopiranosídeo 
(21); um ácido fenólico: ácido gálico (17) e dois 
derivados de ácido fenólico: galato de metila 

Figura 4. Fluxograma do processo de obtenção das substâncias identificadas nas folhas de L. pisonis
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(19) e ácido elágico (18). Pelo melhor do nosso 
conhecimento as substâncias 8 - 15, 17 - 21 estão 
sendo reportadas pela primeira vez nas folhas da 
espécie.

Destaca-se ainda que o presente estudo 
verificou um expressivo potencial antioxidante 
dos extratos em MeOH e MeOH:H2O das folhas. 
Com base nos resultados obtidos, verifica-se que 
dentre esses extratos, o hidroalcoólico apresentou 
a melhor atividade antioxidante frente o radical 
DPPH e ABTS, que pode estar associada aos 
maiores teores de fenóis e flavonoides totais 
observados para este extrato. Na investigação 
fitoquímica foram identificadas substâncias que 
corroboram a atividade antioxidante verificada 
nos extratos.

O bioensaio realizado com A. salina revelou 
que ambos os extratos testados, MeOH e 
MeOH:H2O, são levemente tóxicos. Por fim, 
pode-se concluir que os resultados obtidos neste 
trabalho são promissores e podem servir de base 
para investigações futuras que busquem novas 
fontes naturais de substâncias com propriedades 
bioativas. 
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