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RESUMO 

 

PESSANHA, F. F. MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. 

Junho de 2010. “Eugenia uniflora L. (Myrtaceae): caracterização e avaliação dos 

compostos fenólicos, da vitamina C e da atividade antioxidante dos frutos da 

pitangueira”. Professora Orientadora: Daniela Barros de Oliveira, D.Sc. Banca 

Avaliadora: Michelle Frazão Muzitano, D.Sc.; Silvia Menezes de Faria Pereira, D.Sc.; 

Karla Silva Ferreira, D.Sc. 

 

Este trabalho foi realizado no Laboratório de Tecnologia de Alimentos do Centro de 

Ciências e Tecnologias Agropecuárias, na Universidade Estadual do Norte 

Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ. O objetivo deste trabalho 

foi avaliar o perfil químico dos frutos de pitangueira, Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) e 

avaliar a atividade antioxidante, o teor de vitamina C, de taninos e fenóis totais, o que 

em tese pode justificar seu uso como alimento funcional. Foi realizada uma extração 

líquido-líquido a partir do sobrenadante (S), oriundo da precipitação etanólica do 

extrato aquoso dos frutos de pitangueira com solventes em ordem crescente de 

polaridade, originando as seguintes frações: diclorometano (FD), acetato de etila 

(FA) e butanol (FB). O conhecimento do perfil químico do extrato, do sobrenadante e 



 

 

 

xix 

das frações possibilitou a quantificação dos flavonóides quercetina e rutina. O extrato 

aquoso, o sobrenadante, as frações e os padrões foram avaliados quanto à sua 

atividade antioxidante, onde a fração em acetato de etila apresentou um maior 

potencial antioxidante. Para a análise do teor de vitamina C, a fruta apresentou maior 

teor de vitamina C em comparação ao sumo da fruta. A partir das análises de taninos 

e fenóis totais dos frutos, não foram detectados taninos hidrolisáveis, e os teores de 

taninos condensados e fenóis totais apresentaram baixas concentrações, ou seja, a 

capacidade antioxidante do extrato aquoso não está relacionada a esse fator 

somente. Sendo assim, este trabalho permitiu conhecer o perfil químico das 

substâncias polares dos frutos de pitangueira até então nunca estudadas e avaliar 

sua atividade antioxidante, contribuindo para a compreensão científica do seu uso 

popular como alimento funcional. 
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ABSTRACT 

 

PESSANHA, F. F. MSc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. 

June 2010. "Eugenia uniflora L. (Myrtaceae): characterization and evaluation of 

phenolic compounds, vitamin C and antioxidant activity of the fruits of Surinam." 

Professor Advisor: Daniela Barros de Oliveira, D.Sc. Banker Appraiser: Michelle 

Frazão Muzitano, D.Sc.; Silvia Menezes de Faria Pereira, D.Sc., Karla Silva Ferreira, 

D.Sc. 

 

This work was conducted at the Laboratory of Food Technology of the Center for 

Agricultural Science and Technology, University of Norte Fluminense Darcy Ribeiro, 

Campos dos Goytacazes, RJ. The aim of this study was to evaluate the chemical 

profile of the fruits of Surinam cherry, Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) and their 

antioxidant activity, the level of vitamin C, tannin and total phenols, which in theory 

can justify their use as functional food. We performed a liquid-liquid extraction from 

the supernatant (S), derived from the ethanol precipitation of the aqueous extract of 

the fruits of Surinam cherry with solvents in order of increasing polarity, yielding the 

following fractions: dichlorometan (FD), ethyl acetate (FA) and butanol (FB). 

Knowledge of the chemical profile of the extract, the supernatant fractions and 
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allowed the quantification of the flavonoids quercetin and rutin. The aqueous extract, 

the supernatant fractions and standards were evaluated for their antioxidant activity, 

where the fraction in ethyl acetate showed a higher antioxidant potential. For the 

analysis of vitamin C, fruit showed higher contents of vitamin C compared to fruit 

juice. From the analysis of tannins and total phenolics of the fruit, not hydrolysable 

tannins were detected and the levels of condensed tannins and total phenols showed 

low concentrations, the antioxidant capacity of the aqueous extract is not related to 

this factor alone. Therefore, this study helped identify the chemical profile of polar 

substances from the fruits of Surinam cherry never studied and evaluate its 

antioxidant activity, contributing to the scientific understanding of its popular use as 

functional food. 
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1. INTRODUÇÃO 

O grande interesse no estudo de compostos antioxidantes se deve à 

capacidade dos mesmos em neutralizar radicais livres, os quais são 

responsáveis pelo aparecimento de diversas doenças. Estudos 

epidemiológicos e clínicos têm associado a presença de antioxidantes na 

alimentação com a menor incidência de alguns tipos de câncer e doenças 

cardiovasculares (Zanfini et al., 2010; Riboli & Norat, 2003). 

No século passado, a partir dos anos 80, deu-se o início as pesquisas 

com antioxidantes naturais que pudessem agir sozinhos ou sinergicamente 

com outras substâncias, como uma forma de prevenir a deterioração oxidativa 

de alimentos visando à substituição total ou parcial dos antioxidantes sintéticos 

(BHT – butil-hidroxi-tolueno e BHA – butil-hidroxi-anisol) (Figura 1) (Broinizi et 

al., 2007), dos quais muitos pesquisadores relatam efeitos adversos como 

carcinogenicidade e toxicidade (Mariod et al., 2010). 

Além dos possíveis riscos que o uso irregular e/ou indiscriminado dos 

antioxidantes sintéticos pode acarretar ao homem, soma-se a rejeição 

generalizada dos aditivos alimentares sintéticos (Broinizi et al., 2007). 
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           Figura 1: Antioxidantes sintéticos BHA e BHT (Fonte: Ramalho & Jorge, 2006). 

Algumas frutas e vegetais são considerados alimentos funcionais por 

apresentarem substâncias que trazem benefícios à saúde, como por exemplo, 

os compostos fenólicos (flavonóides, taninos, dentre outras) e a vitamina C, os 

quais são considerados compostos antioxidantes (Broinizi et al., 2007, 

Ajaikumar et al., 2005).  

Estas substâncias apresentam-se amplamente distribuídas no reino 

vegetal; como por exemplo, em pitanga. A pitanga (Eugenia uniflora L. – 

Myrtaceae) é uma espécie vegetal endêmica da região Norte Fluminense 

(Assumpção & Nascimento, 2000) e apresenta substâncias fenólicas com ação 

antioxidante, ação hipoglicemiante e antireumáticas, também são utilizadas em 

distúrbios estomacais e como anti-hipertensiva (Aurichio & Bacchi, 2003). 

Desta forma, este trabalho tem como enfoque principal avaliar a 

composição química no que se refere às substâncias polares e a atividade 

antioxidante e um possível uso dos frutos desta fonte vegetal como um 

alimento funcional. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivos gerais 

Conhecer o perfil químico dos frutos de pitangueira (Eugenia uniflora L.), 

com enfoque sob a utilização dos frutos como alimento funcional. 

2. 2. Objetivos específicos 

• Avaliar o teor dos flavonóides quercetina e rutina, dos ácidos fenólicos 

ácido benzóico, ácido ftálico, ácido gálico e ácido salicílico e os padrões 

ácido ascórbico e BHT nos extratos e frações a partir dos frutos de 

pitangueira através de métodos cromatográficos; 

• Avaliar a atividade antioxidante dos frutos de pitangueira a partir de 

métodos cromatográficos e espectrofotométicos; 

• Determinar o teor de vitamina C nos frutos de pitangueira; 

• Determinar o teor de taninos e fenóis totais nos frutos de pitangueira. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1. Alimentos Funcionais  

Alimento funcional é aquele que permite demonstrar, de forma 

satisfatória, uma relação entre seu consumo e um efeito benéfico em uma ou 

mais funções do organismo humano, além dos benefícios nutricionais, 

melhorando o estado de saúde e bem-estar e/ou reduzindo o risco de doenças 

para o consumidor (Lima et al., 2009), além do valor nutritivo inerente à sua 

composição química (Moraes & Colla, 2006). 

Os alimentos funcionais podem ser classificados de dois modos: quanto 

à fonte, de origem vegetal ou animal, ou quanto aos benefícios que oferecem, 

atuando em seis áreas do organismo: 1 - Sistema gastrintestinal; 2 – Sistema 

cardiovascular; 3 - Metabolismo de substratos; 4 - Crescimento, 

desenvolvimento e diferenciação celular; 5 - Comportamentos das funções 

fisiológicas e 6 - Antioxidantes (Moraes & Colla, 2006). 

Os alimentos funcionais apresentam as seguintes características 

(Moraes & Colla, 2006): 

a) Alimentos consumidos na dieta normal; 

b) Compostos por substâncias naturais, algumas vezes, em elevada ou baixa 

concentração; 

c) Efeitos positivos como valor básico nutritivo e redução do risco de 

ocorrência de doenças; 

d) Propriedade funcional com embasamento científico; 
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e) Um alimento natural, ou um alimento no qual uma substância tenha sido 

removida; 

f) Um alimento em que a natureza de uma ou mais substâncias tenham sido 

modificadas; 

g) Um alimento no qual a bioatividade de uma ou mais substâncias tenham 

sido modificadas. 

Moraes & Colla definem os alimentos funcionais como os alimentos que 

possuem em sua composição um grupo de substâncias que apresentam 

benefícios à saúde, tais como as alicinas presentes no alho, os carotenóides e 

flavonóides encontrados em frutas e vegetais, os glucosinolatos encontrados 

nos vegetais crucíferos, os ácidos graxos poliinsaturados presentes em óleos 

vegetais e óleo de peixe (Figura 2).  

Desta forma, estas substâncias podem ser consumidas juntamente com 

os alimentos dos quais são provenientes e a grande maioria destas moléculas 

pode ser antioxidante e estar atuando como seqüestrante de radicais livres. 
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Figura 2: Exemplos de estruturas de substâncias que conferem benefícios à saúde:           

1- Glucosinolato; 2- Flavonóide; 3- Alicina; 4- Carotenóide; 5- Ácido Graxo. (Fonte: 

Simões, 1999). 
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3.2. Radicais Livres e Substâncias antioxidantes 

 

Os radicais livres são substâncias que carregam um elétron 

desemparelhado, são altamente reativos e são produzidos no curso de muitos 

processos fisiológicos, especialmente na cadeia respiratória, pela redução 

parcial do oxigênio e oxidações catalisadas pelas oxigenases. Estas reações 

são muito comuns, uma vez que, o oxigênio é um ótimo aceptor de elétrons, 

formando as denominadas espécies reativas de oxigênio (EROs) (Meotti, 

2006). 

 As EROs incluem radicais livres, como radicais hidroxil (OH•) e ânion 

superóxido (O2
•-), dióxido de nitrogênio (NO2

•); bem como moléculas não 

radicalares como o peróxido de hidrogênio (H2O2), peroxinitrito (ONOO-); ácido 

hipocloroso (HOCl-), ânion hidroxila (HO-), entre outros. Estas moléculas 

possuem uma grande reatividade e são responsáveis por muitas desordens 

celulares e pelo desenvolvimento de muitas doenças, incluindo doenças 

cardiovasculares, aterosclerose, catarata e inflamação crônica (Ali et al. 2008). 

Os antioxidantes são substâncias sintéticas ou naturais adicionadas em 

produtos para prevenir ou retardar a deterioração dos mesmos pela ação do 

oxigênio presente no ar e podem ser classificados como endógenos ou 

exógenos (Gonçalves, 2008; Huang et al., 2005). 

Os antioxidantes endógenos são compostos com ação biológica, e 

podem ser moléculas protéicas com grupos tiólicos como as metalotioneínas, 

as enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), superóxido dismutase e catalase, 

ou ainda, moléculas não-protéicas como a glutationa, enquanto os 

antioxidantes exógenos são substâncias adquiridas a partir da alimentação 

como a vitamina C, o β–caroteno, o α–tocoferol, o licopeno e os flavonóides 

(Degáspari & Waszczynskyj, 2004; Evans et al., 1997). 

Os antioxidantes protegem os sistemas celulares dos efeitos tóxicos 

produzidos por radicais oxidativos (Meotti, 2006; Halliwell et al, 1995). Assim, 

sob condições normais, os sistemas antioxidantes celulares minimizam os 

danos causados pelas EROs, porém, quando a produção de radicais livres 

excede a capacidade protetora da célula tem-se o estresse oxidativo que está 

relacionado com uma série de patologias, como nos processos 
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neurodegenerativos e em outras desordens como câncer, catarata, isquemia, 

diabetes mellitus, envelhecimento precoce e cirrose hepática (Havsteen, 2002). 

 

3.2.1. Métodos de determinação da atividade antioxidante 

 

Os efeitos que espécies oxidantes produzem sobre o organismo 

tornaram-se alvo de interesse e intensa investigação científica. (Magina, 2008; 

Chisolm e Steinberg, 2000). Todavia, a medida da atividade antioxidante reflete 

a ação cumulativa de todos os antioxidantes presentes em um extrato ou uma 

amostra biológica, proporcionando, desta forma, uma análise de parâmetros 

integrados (Gonçalves, 2008; Ghiselli et al., 2000). 

Contudo, é necessário enfatizar que os ensaios realizados in vitro são 

limitados e não existe nenhuma similaridade com sistemas biológicos reais 

(Huang et al., 2005). 

As metodologias para a determinação da atividade antioxidante são 

numerosas e podem estar sujeitas a interferências, por isso, recomenda-se a 

utilização de duas ou mais técnicas, já que nenhum ensaio usado isoladamente 

para determinar a atividade antioxidante irá refletir exatamente a atividade 

antioxidante total de uma amostra (Gonçalves, 2008; Huang et al., 2005; Prior 

et al., 2005). 

Um método simples e rápido para a avaliação da atividade antioxidante 

é o do 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) através de leitura espectrofotométrica. 

Este método foi proposto por Brand – Williams et al. (1995), que consiste em 

avaliar a atividade seqüestradora do radical livre DPPH, de coloração violeta 

que absorve em 515 nm. Por ação de uma substância antioxidante, o DPPH é 

reduzido formando difenil-picril-hidrazina de coloração amarela, com 

conseqüente desaparecimento da absorção, podendo a mesma ser monitorada 

pelo decréscimo da absorbância, conforme a Figura 3 (Sousa et al., 2007). 
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Figura 3: Representação da reação do radical DPPH com um antioxidante 

(Flavonóide) (Fonte: Amié et al., 2003). 

Outro método para determinação da atividade antioxidante é o do 

nitroprussiato de sódio (SNP). Este método avalia a capacidade dos extratos 

em seqüestrar o NO (óxido nítrico – radical livre) (Slusarczyk et al., 2009).  

Este método foi escolhido também para a avaliação das amostras como 

antioxidantes, devido ao óxido nítrico (NO) exercer importantes funções no 

sistema imunológico, como no controle de doenças infecciosas, auto-imunes, 

tumorais e doenças crônicas degenerativas (Bogdan, 2001).  No que se refere 

à inflamação, tanto a inibição da produção de NO, quanto a atividade 

seqüestradora de radicais livres podem estar associadas a uma melhora no 

quadro patológico (Huang et al., 2007).  

A eficácia da atividade antioxidante depende da concentração destes 

fitoquímicos presentes nos alimentos, como por exemplo, os carotenóides, os 

compostos fenólicos e a vitamina C. Todavia, os principais responsáveis por 

essa ação antioxidante são os compostos fenólicos (Melo et al., 2006). 

 

3.3. Compostos Fenólicos 

 

Os compostos fenólicos são originários do metabolismo secundário das 

plantas e se formam em condições de estresse como, infecções, ferimentos, 

radiações ultravioleta, dentre outros (Ângelo & Jorge, 2007; Naczk & Shahidi, 

2004).  

Essas substâncias encontram-se largamente distribuídas nas fontes 

vegetais e são um grupo muito diversificado de derivados de fenilalanina e 

tirosina. Os fenólicos, nas plantas, são essenciais no crescimento e reprodução 
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dos vegetais, além de atuar como agente antipatogênico e contribuir na 

pigmentação. Em alimentos, são responsáveis pela cor, adstringência, aroma e 

estabilidade oxidativa (Ângelo & Jorge, 2007; Naczk et al., 2004).  

As principais fontes de compostos fenólicos são frutas cítricas, como 

limão, laranja e tangerina, além de outras frutas a exemplo da cereja, uva, 

ameixa, pêra, maçã e mamão, sendo encontrados em maiores concentrações 

na polpa, do que no suco da fruta. Pimenta-verde, brócolis, repolho roxo, 

cebola, alho e tomate também são excelentes fontes destas substâncias 

(Pimentel et al., 2005). 

Quimicamente, os fenólicos são definidos como substâncias que 

possuem anel aromático com um ou mais substituintes hidroxilas, incluindo 

seus grupos funcionais. Possuem estrutura variável e com isso, são 

multifuncionais (Lee et al., 2005). Existem cerca de cinco mil fenóis, dentre 

eles, destacam-se os ácidos fenólicos, fenóis simples, flavonóides, cumarinas, 

taninos, ligninas e tocoferóis, os quais possuem atividade antioxidante 

comprovada (Ângelo & Jorge, 2007). 

 

3.3.1. Ácidos fenólicos  

 

Os ácidos fenólicos constituem um grupo dos compostos fenólicos e 

caracterizam-se por possuir um anel benzênico, um grupamento carboxílico e 

um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo 

propriedades antioxidantes tanto para os alimentos como para o organismo, 

sendo, por isso, indicados para o tratamento e prevenção do câncer, doenças 

cardiovasculares e outras doenças (Soares, 2002; Ferguson & Harris, 1999). 

Os ácidos fenólicos consistem em dois grupos, derivados do ácido 

hidroxibenzóico (Figura 4) e derivados do ácido hidroxicinâmico (Figura 5). Os 

ácidos hidroxibenzóicos incluem os ácidos gálico, p-hidroxibenzóico, 

protocatéquico, vanílico e siríngico, que têm estrutura comum, C6–C1; 

enquanto os ácidos hidroxicinâmicos, são compostos aromáticos com três 

carbonos que formam uma cadeia lateral (C6–C3), como por exemplo, os 

ácidos caféico, ferúlico, p-cumárico e sináptico (Ângelo & Jorge, 2007). 
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R1

HO

R2 COOH
 

Ácido p-hidroxibenzóico: R1 = R2 = H; Ácido protocatéquico: R1 = OH, R2 = H; Ácido 

vanílico: R1 = OCH3, R2 = H; Ácido siríngico: R1 = R2 = OCH3 

Figura 4: Estrutura química dos ácidos hidroxibenzóicos (Fonte: Ângelo & Jorge, 

2007). 

R1

OH

R2 COOH
 

Ácido p-cumárico: R1 = R2 = H; Ácido caféico: R1 = OH, R2 = H; Ácido ferúlico: R1 = 

OCH3, R2 = H. 

Figura 5: Estrutura química dos ácidos hidroxicinâmicos (Fonte: Ângelo & Jorge, 

2007). 

 

3.3.2. Flavonóides 

 

Os flavonóides estão presentes em frutas, vegetais, grãos, sementes, 

chás e vinhos. Em mamíferos, os flavonóides ocorrem através da dieta, sendo 

indicada uma média de consumo de 1-2 g de flavonóide por dia (Meotti, 2006; 

Havsteen, 2002). 

 Constituem uma família de substâncias com pequenas variações em sua 

estrutura química. Alguns deles estão ligados a um monossacarídeo (maior 

parte encontrada na natureza), aumentando sua solubilidade em água e em 

solventes polares. A porção aglicona (sem o monossacarídeo) constitui-se de 

difenilpropanos (C6-C3-C6) e está ilustrada na Figura 6 (Meotti, 2006). 
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Figura 6: Estrutura química base (difenilpropano) dos flavonóides (Fonte: Meotti, 

2006). 

A estrutura química dos flavonóides consiste em dois anéis aromáticos, 

denominados anel A e B, unidos por três carbonos que formam um anel 

heterocíclico, denominado anel C. O anel aromático A é derivado do ciclo 

acetato / malonato, enquanto o anel B é derivado da fenilalanina conforme a 

rota biossintética apresentada na Figura 7 (Ângelo & Jorge, 2007). 
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Figura 7: Biossíntese de flavonóides (Fonte: Hoffman Ribani, 2006). 

As substituições dos anéis A e B originam diferentes compostos dentro 

de cada classe de flavonóides e as variações do anel C padrão resultam em 

importantes classes de flavonóides, como flavonóis, flavonas, flavanonas, 

flavanóis (ou catequinas), isoflavonas, antocianidinas, isoflavonol, flavana, 

isoflavana entre outros (Ângelo & Jorge, 2007; Hollman & Katan, 1999). 

Além de suas propriedades antioxidantes e neutralizadoras de radicais 

livres, possuem alta capacidade de remover íons de metais pesados, com 
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potencial de oxirredução, o que também confere proteção à toxicidade das 

EROs, uma vez que a formação de radicais livres e a oxidação de biomoléculas 

é catalisada por íons de metais pesados. Interessantemente, esta propriedade 

quelante de metais torna alguns flavonóides aptos a neutralizarem espécies 

radicalares usando o próprio metal como agente catalítico (Meotti, 2006). 

 

3.3.3. Taninos e Fenóis Totais 

 

Taninos são compostos fenólicos de grande interesse econômico e 

ecológico. Apresentam solubilidade em água e peso molecular compreendido 

entre 500 e 3000 Dalton e possuem a habilidade de formar complexos 

insolúveis em água com proteínas, gelatinas e alcalóides (Monteiro et al., 2005; 

Mello & Santos, 2001). Tais compostos são responsáveis pela adstringência de 

muitos frutos e produtos vegetais, devido à precipitação de glucoproteínas 

salivares, o que ocasiona a perda do poder lubrificante (Monteiro et al., 2005; 

Bruneton, 1991).  

Segundo a estrutura química, os taninos são classificados em dois 

grupos: hidrolisáveis e condensados. Os taninos hidrolisáveis consistem de 

ésteres de ácidos gálicos e ácidos elágicos glicosilados, sendo estes muito 

mais freqüentes, formados a partir do chiquimato (Monteiro et al., 2005; Heldt, 

1997; Bruneton, 1991), onde os grupos hidroxila do açúcar são esterificados 

com os ácidos fenólicos de acordo com a Figura 8.  
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Figura 8: Estruturas de Taninos Hidrolisáveis: Galotanino e Elagitanino (Fonte: 

Queiroz et al., 2002). 

Largamente encontrados no reino vegetal, os taninos condensados ou 

proantocianidinas são polímeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol, produtos do 
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metabolismo do fenilpropanol (Monteiro et al., 2005) de acordo com a Figura 9. 

As proantocianidinas são assim denominadas provavelmente pelo fato de 

apresentarem pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas, como 

cianidina e delfinidina (Monteiro et al., 2005; Mello & Santos, 2001). 

Apresentam uma rica diversidade estrutural, resultante de padrões de 

substituições entre unidades flavânicas, diversidade de posições entre suas 

ligações e a estereoquímica de seus compostos. Os taninos possuem um forte 

poder antioxidante, podendo atuar no processo de estabilização de radicais 

livres (Paiva et al., 2002). 
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          Figura 9: Estrutura de tanino condensado (Fonte: Queiroz et al., 2002). 

3.4. Outras substâncias com poder antioxidante 

 

Frutas e vegetais contêm substâncias antioxidantes distintas, cujas 

atividades têm sido bem comprovadas nos últimos anos. Além dos compostos 

fenólicos, outras substâncias possuem atividade antioxidante comprovada 

como, por exemplo, as vitaminas C, E e os carotenóides (Broinizi et al., 2007). 

 

3.4.1. Vitamina C 

 

A vitamina C (ácido ascórbico) é, geralmente, consumida em grandes 

doses pelos seres humanos, sendo adicionada a muitos produtos alimentares 

para inibir a formação de metabólitos nitrosos carcinogênicos. Os benefícios 

obtidos na utilização terapêutica da vitamina C em ensaios biológicos com 

animais incluem o efeito protetor contra os danos causados pela exposição às 

radiações e medicamentos (Moraes & Colla, 2006).  
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Tem grande importância fisiológica devido à sua participação em 

diversos eventos no organismo como produção de hormônios e anticorpos, 

biossíntese de aminoácidos e prevenção de escorbuto. É considerado um 

antioxidante fisiológico versátil, pois pode exercer ação nos compartimentos 

intra e extracelulares (Gonçalves, 2008; Bendich & Langseth, 1995). 

A vitamina C (Figura 10) funciona como um agente que preserva a 

integridade do produto, aumentando a sua data de validade podendo contribuir 

como antioxidante em produtos alimentícios. Sua ação principal está na 

destruição de radicais livres resultando em produtos metabólicos como o 

oxigênio. É bastante utilizada na estabilização da cor e do sabor de uma ampla 

variedade de frutas e vegetais processados na forma de sucos, polpas e outras 

bebidas (Righetto, 2003). 

 

              Figura 10: Estrutura da vitamina C. (Fonte: Moraes & Colla, 2006). 

 

3.5. Pitanga (Eugenia uniflora L.)  

 

A pitangueira (Eugenia uniflora L. - Myrtaceae) é uma planta cultivada na 

América Central, nas Antilhas, na Flórida, na Califórnia, nas ilhas Havaí, na 

China Meridional, na Argélia, na Tunísia e até no Sul da França, apresentando 

boa capacidade de adaptação e de fácil cultivo. No Brasil é o local onde a 

planta melhor se desenvolve, podendo atingir até oito metros de altura 

(Oliveira, 2006).  

Segundo Oliveira (2006), o gênero Eugenia figura entre os mais 

importantes da família Myrtaceae, com espécies de valor comercial, nutritivo e 

medicinal. 

O fruto (Figura 11) é uma baga globosa, com sete a dez sulcos 

longitudinais de 1,5 a 5,0 cm de diâmetro, esférico e achatado nas 

extremidades, forma de gomo, mais ou menos saliente, coroado pelo cálice; 
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possui aroma característico intenso e sabor doce e ácido. No processo de 

maturação o epicarpo passa de verde para amarelo alaranjado, vermelho, 

vermelho-escuro, podendo chegar a até quase negro (Oliveira, 2006; Bezerra 

et al., 2000). 

A pitanga é uma fruta bastante apreciada em decorrência do seu sabor e 

aroma agradáveis. No Nordeste brasileiro, sua importância econômica vem 

crescendo em virtude das suas excelentes propriedades sensoriais e altos 

teores de vitamina A e C em frutos (210mcg / 100g e 14mg / 100g, 

respectivamente) (Oliveira, 2006). 

 
Figura 11: Frutos de pitangueira em vários estádios de maturação (Fonte: Lopes, 

2005). 

 

Os frutos são consumidos in natura ou sob a forma de refrescos e sucos, 

sorvetes, doces, licores, vinho e geléias (Oliveira, 2006; Lima et al., 2002), 

aumentando assim o interesse dos produtores e dos consumidores  (Kuskoski 

et al., 2006). 

As folhas foram o que primeiro despertou o interesse dos pesquisadores 

quanto à identificação de substâncias químicas e o estudo da atividade 

fisiológica, provavelmente, por terem sido utilizadas por muito tempo na 

medicina popular. No entanto, nos últimos anos, os frutos da pitangueira têm 

despertado grande interesse dos pesquisadores por apresentar substâncias 

específicas que podem trazer benefícios à saúde.  
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3.5.1. Constituintes químicos polares isolados a partir de pitangueira 

 

Hoffman-Ribani e colaboradores (2009) identificaram a presença dos 

flavonóides miricetina, kaempferol e quercetina em frutos de pitangueira e 

verificaram que os níveis dos mesmos foram de 2 a 3 vezes menor na polpa 

congelada comparada com a fruta fresca (Figura 12). 

 

 

 

 

(Fontes: Figueiredo et al., 2006; Yokomizo & Moriwaki, 2005; Peres, 2007) 

              Figura 12: Estrutura química da miricetina, kaempferol e quercetina 

 

Lee e colaboradores (1997) investigando os constituintes fenólicos de 

folhas de pitangueira, a partir do extrato metanólico relataram a presença dos 

flavonóides galocatequina (Figura 13) e miricitrina (Figura 14), dos taninos 

oenoteína B (Figura 15), eugeniflorina D1 (C75H52O48) e eugeniflorina D2 

(C68H48O45) (Figura 16) (Auricchio et al., 2007).  
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Figura 13: Estrutura química da galocatequina (Fonte: Lee et al., 1997). 

 

 

 

 

Figura 14: Estrutura química da miricitrina (Fonte: Meotti, 2006) 
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           Figura 15: Estrutura química da oenoteína B (Fonte: Lee et al., 1997). 
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Figura 16: Estrutura química de eugeniflorina D1 e eugeniflorina D2. (Fonte: Lee et al., 

2000). 

Algumas antocianinas como cianidina-3-glicosídeo e delfinidina-3-

glicosídeo foram identificadas no extrato aquoso dos frutos desta espécie 

vegetal respectivamente conforme a Figura 17 (Einbond et al., 2004).                                        
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Figura 17: Estrutura química de cianidina-3-glicosídeo e delfinidina-3-glicosídeo 

(Fonte: Cabrita et al., 2003).  
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Logo, das substâncias polares isoladas a partir de pitangueira, 50% 

foram a partir das folhas e 50% dos frutos. Das substâncias isoladas das folhas 

foram detectados dois flavonóides (catequina – 10%; flavonol – 10%) e três 

taninos (tanino hidrolisável – 30%) e dos frutos, cinco flavonóides (flavonol – 

30% e antocianidina – 20%) conforme o Gráfico 1. 
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Gráfico 1: Substâncias isoladas a partir de pitangueira de acordo com a parte 

estudada. 

 

3.5.2 Atividades biológicas descritas 

 

Com relação ao uso medicinal das folhas de pitangueira têm sido 

referenciadas como eficientes no tratamento de diversas enfermidades como 

febre, doenças estomacais, hipertensão, obesidade (Weyerstahl et al., 1988; 

Schmeda-Hirschmann et al., 1987), reumatismo e bronquite, além de sua 

comprovada atividade calmante e antiinflamatória (Schapoval et al., 1994).  

Em vários estudos, ainda com as folhas da pitangueira, observou-se 

vaso-relaxamento dos anéis da aorta torácica, vasodilatação (IC50 de 3 mg de 

folhas secas/kg), atividade diurética (120 mg de folhas secas/kg) (Consolini et 

al., 1999), atividade cardiovascular, e inibição da DNA polimerase (Lee et al., 

2000).  

Também foi observada a inibição da digestão de açúcares e gorduras, 

reduzindo a absorção gastrintestinal destes nutrientes, o que pode ser eficiente 
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no tratamento de diabetes e obesidade (Arai et al., 1999). Porém, apesar da 

atividade cardiovascular, estes extratos podem apresentar riscos para 

pacientes com arritmia cardíaca (Consolini & Sarubbio, 2002).  

Com relação à atividade antioxidante dos extratos das folhas inibe a 

peroxidação lipídica e remove os radicais livres (Auricchio et al., 2007; Vizzoto, 

2006; Velázquez et al., 2003).  

Os extratos das folhas da pitangueira, assim como os de outras espécies 

nativas, também apresentam atividade contra Trypanosoma congolense 

(doença do sono) (Adwunmi et al., 2001), e moderada atividade bactericida, 

sobre Staphylococcus aureous e Escherichia Coli (Holetz et al, 2002).  

Entretanto, a partir dos frutos, poucos trabalhos vêm sendo observados, 

dentre eles podem ser citados a atividade antimicrobiana contra Escherichia 

coli, Streptococcus pyogenes, Providencia spp., Proteus mirabilis, Shigella 

sonnei, Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. coagulase (Gonçalves et 

al., 2005). 

Todas as substâncias polares isoladas a partir dos frutos de pitangueira, 

devido às suas características fenólicas, apresentam atividade antioxidante. 

Segundo Hoffman-Ribani e colaboradores (2009), os flavonóis (quercetina, 

miricetina e kaempferol) isolados dos frutos de pitangueira apresentam 

atividade antitumoral e colaboram na redução do risco de doenças 

cardiovasculares e de acordo com Meotti (2006), o flavonol miricitrina, 

apresenta atividade antiinflamatória. As antocianidinas cianidina-3-glicosídeo e 

delfinidina-3-glicosídeo também apresentaram atividade antiinflamatória 

(Einbond et al., 2004) . 

Lee e colaboradores descreveram para eugeniflorina D1, D2 e oenoteína 

atividade biológica na inibição da atividade EBV DNA polimerase e inibição do 

crescimento do vírus Herpes simplex tipo 1 e somente para a oenoteína, 

atividade antitumoral (Lee et al., 2000). De acordo com Negri (2005) o 

flavonóide galocatequina apresenta atividade antidiabética. 

Na Tabela 1 estão descritas todas as substâncias polares isoladas a 

partir de pitangueira relacionadas com a sua atividade biológica. 
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Tabela 1 – Substância isolada e respectiva atividade biológica 

Substância isolada Atividade biológica Referência Bibliográfica 

Quercetina Antitumoral e doenças 
cardiovasculares Hoffman-Ribani et al., 2009 

Miricetina Antitumoral e doenças 
cardiovasculares Hoffman-Ribani et al., 2009 

Kaempferol Antitumoral e doenças 
cardiovasculares Hoffman-Ribani et al., 2009 

Galocatequina Atividade antidiabética Negri, 2005 

Miricitrina Atividade antiinflamatória Meotti, 2006 

Oenoteína B 

Inibem a atividade EBV DNA 
polimerase e inibem o crescimento 

do vírus Herpes simplex tipo 1 (Anti-
HSV-1) e Atividade antitumoral 

Lee et al., 2000 

Eugeniflorina D1 e D2 

Inibem a atividade EBV DNA 
polimerase e inibem o crescimento 

do vírus Herpes simplex tipo 1 (Anti-
HSV-1) 

Lee et al., 2000 

Cianidina-3-glicosídeo 

Delfinidina-3-glicosídeo 
Atividade antiinflamatória Einbond et al., 2004 

 

Das atividades biológicas apresentadas, a principal indicação descrita foi 

atividade antitumoral, seguido de doenças cardiovasculares, atividade 

antiinflamatória, inibição da EBV DNA polimerase e Anti HSV-1 e antidiabética, 

conforme o Gráfico 2. 
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Gráfico 2: Atividades biológicas apresentadas na pitangueira 
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          Desta forma, esta dissertação de mestrado vem a colaborar para o 

conhecimento químico da espécie vegetal no que se refere às substâncias 

polares, e mais precisamente quanto aos compostos fenólicos, com enfoque 

sob a atividade antioxidante. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1. Coleta do Material Vegetal 

 

O material vegetal foi coletado em uma lavoura no distrito de Farol de 

São Tomé, localizada no município de Campos dos Goytacazes - RJ (Latitude 

= 21° 44’ Sul; = 41° 18’ Oeste = altitude 12 m do nível do mar) no mês de 

setembro de 2008 e no mês de outubro de 2009. A exsicata foi depositada no 

herbário da UENF sob o código H 5084. 

 

4.2. Preparo dos Extratos 

4.2.1. Frutos de pitangueira 

 

 Os frutos maduros de pitangueira foram limpos, lavados com água 

destilada e secos à temperatura ambiente. A polpa foi separada das sementes 

e posteriormente a polpa foi triturada em liquidificador comercial com água 

destilada (1:3) para a obtenção do extrato aquoso. Neste trabalho optou-se por 

um processo de extração aquosa pela razão da população normalmente 

consumir os frutos de pitangueira em meio aquoso.  

O extrato aquoso (EA) foi submetido ao processo de precipitação 

etanólica utilizando etanol PA (1:1) com o objetivo de separar as moléculas de 

maior peso molecular daquelas de menor peso molecular (Schmourlo et al, 
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2005) o que originou duas frações, um sobrenadante (S) e um precipitado (P). 

O precipitado (P) encerra as macromoléculas, como as proteínas, os 

taninos e os polissacarídeos. As moléculas de menor peso molecular, tais 

como os flavonóides e os ácidos fenólicos, permanecem no sobrenadante (S) e 

são as de interesse neste trabalho.  

A partir do sobrenadante (S) foi realizada uma extração líquido-líquido 

(1:1) com solventes em ordem crescente de polaridade, originando as 

seguintes frações: diclorometano (FD), acetato de etila (FA) e butanol (FB) 

(Esquema 1).  

Para a análise de atividade antioxidante e do perfil cromatográfico foram 

testados o extrato aquoso, o sobrenadante e as frações em acetato de etila e 

butanólica, por serem essas frações que apresentam as substâncias polares de 

interesse neste estudo. 

      

Esquema 1 – Fluxograma de extração e fracionamento dos frutos de pitangueira 

 

Análises realizadas: T/FT – Taninos e Fenóis Totais; AA – Atividade antioxidante; Vit C – Vitamina C;        

* - Perfil cromatográfico; R – Rendimento; RT - Rendimento total. 
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O precipitado (P), a fração em diclorometano (FD), e o resíduo (quadro 

cinza – Esquema 1) não foram utilizados para este trabalho de dissertação de 

mestrado, por não apresentarem as substâncias de interesse. 

 

4.3. Análises cromatográficas:  

 

A cromatografia é um processo físico-químico de separação dos 

componentes de uma mistura de substâncias, no qual o fluxo do solvente 

promove a separação dos componentes da mistura em um meio poroso. Esta 

distribuição se dá entre duas fases que estão em contato íntimo, onde uma 

delas permanece estacionária e a outra se move através da mesma. Através 

da relação gerada entre fase estacionária / substância ou mistura de 

substâncias / fase móvel consegue-se uma separação mais efetiva dos 

componentes da mistura (Oliveira, 2005). 

 

4.3.1. Análise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) do extrato, do 

sobrenadante e das frações 

 

Foram utilizadas cromatofolhas de sílica gel 60 F254 em Al, espessura 

0,2 mm da MERCK (20X20 cm) cortadas na medida de 4 cm de comprimento. 

As amostras analisadas foram diluídas em água e aplicadas a 

aproximadamente 0,8 cm acima da borda inferior da placa e cerca de 1 cm de 

distância das bordas laterais. 

O sistema de solvente utilizado para eluição cromatográfica por CCD foi 

o BAW (8 : 1 : 1) (butanol / ácido acético / água destilada), depois da corrida 

cromatográfica, a placa foi retirada da cuba cromatográfica. As amostras foram 

reveladas com sulfato cérico (revelador químico - ácido sulfúrico concentrado e 

água) e observadas sob luz visível e ultravioleta (UV) a 254 nm (curto) e 365 

nm (longo) (revelador físico), sendo os locais que apresentam os compostos de 

interesse demarcados para isolamento de novas substâncias como, por 

exemplo, manchas amarelas características de flavonóides. 

Todas as amostras foram aplicadas (20 µL) na concentração de 6 mg/ml 

e os padrões de flavonóides e ácidos nas concentrações de 1 mg/ml.  
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Para todas as placas cromatográficas apresentadas neste trabalho, será 

incluída uma legenda com as identificações das amostras analisadas. 

 

4.3.2. Avaliação do Perfil Cromatográfico por Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência 

 

A utilização da Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

conjugada à técnica de detecção por varredura de espectro ao ultravioleta é 

uma ferramenta muito útil na caracterização do perfil químico de fontes 

vegetais, permitindo caracterizar simultaneamente as substâncias constituintes 

ou seus principais grupos estruturais (Paiva et al., 2002).  

 O perfil cromatográfico do extrato aquoso, do sobrenadante e das 

frações dos frutos de pitangueira foi avaliado por CLAE. Para esta análise foi 

utilizado o cromatógrafo líquido Shimadzu Class – LC10, equipado com duas 

bombas LC10AT, detector por varredura de espectro ao ultravioleta por arranjo 

de fotodiodos SPD-M10A e injetor Rheodyne 7725i com volume de injeção de 

20 µL. A coluna utilizada foi a C18 de fase inversa da Macherey-Nagel (5µm, 

4,0 x 250mm).  

A fase móvel foi constituída de água acificada com ácido fosfórico (pH  = 

3,5) e acetonitrila, com vazão de 1,0 mL/min. A composição da fase móvel 

variou em gradiente de concentração em 35 minutos, de acordo com a Tabela 

2. A detecção por varredura de espectro foi de 190 a 590 nm com 

acompanhamento em 2 comprimentos de onda, 254 nm e 350 nm. 

            

Tabela 2 - Gradiente de concentração dos solventes (CLAE-UV). 

  Tempo (minutos) 
Solvente A 

(Água acidificada) pH 3,5 

Solvente B 
(Acetonitrila) 

0 90 10 

5 90 10 

13 80 20 

25 40 60 

30 0 100 

35 0 0 
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Todas as amostras foram injetadas na concentração de 6 mg/ml e os 

padrões na concentração de 10 µg/ml. Os padrões utilizados para estas 

análises foram os flavonóides quercetina e rutina, os padrões fenólicos ácido 

benzóico, ácido ftálico, ácido gálico, ácido salicílico e os padrões ácido 

ascórbico e BHT. Estes padrões foram utilizados para direcionar as análises 

por CLAE, uma vez que esses representam substâncias comumente presentes 

em frutas e vegetais (Oliveira, 2005). 

 

4.4. Métodos de determinação de atividade antioxidante 

4.4.1. Avaliação qualitativa de atividade antioxidante 

As amostras foram avaliadas de forma qualitativa quanto ao perfil 

antioxidante por Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Esse processo 

consiste em borrifar as placas contendo a amostra com a solução de 1,1-

difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) 0,1mM em metanol e após 10 minutos de espera, 

para que a placa seque a temperatura ambiente, observam-se manchas 

amarelas que correspondem às substâncias capazes de seqüestrar os radicais 

livres (Cavin et al., 1998). O fundo lilás corresponde à superfície onde o DPPH 

permaneceu intacto.  

 

4.4.2. Avaliação espectrofotométrica da atividade antioxidante 

 

O extrato aquoso, o sobrenadante e as frações dos frutos de pitangueira 

foram submetidos à avaliação da atividade antioxidante pelo método 1,1-difenil-

2-picrilhidrazil (DPPH) por análise espectrofotométrica no comprimento de onda 

de 515 nm (Brand – Williams et al.,1995). O espectrofotômetro utilizado foi o 

UV-VIS Shimadzu Mini 1240. As amostras foram diluídas e avaliadas em 

triplicata, com concentrações finais de 1,2, 0,6 e 0,1 mM em metanol. Como 

branco foi utilizado o metanol, o padrão corresponde a uma solução de DPPH 

em metanol (1:1) e como controle de referência foram utilizados os padrões de 

quercetina, rutina, ácido ascórbico, ácido benzóico, ácido ftálico, ácido gálico, 

ácido salicílico e BHT na concentração de 1mg/ml. 
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Os valores de absorbância em todas as concentrações testadas foram 

convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (AA), determinada pela 

equação: 

%AA = {(Abs controle – Abs amostra) x 100} / Abs controle 

 

Onde Abs controle é a absorbância do controle DPPH e Abs amostra é a 

absorbância da amostra em solução (Roesler, et al., 2007). 

A amostra será considerada antioxidante quando apresentar seqüestro 

de radicais livres acima de 50%. 

 

4.4.3. Análise de atividade antioxidante pelo método de Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE). 

 

A análise da atividade antioxidante por CLAE foi avaliada através da 

presença de DPPH (após a reação) e da ausência de DPPH (antes da reação) 

objetivando avaliar a mistura reacional. Para essa análise foi utilizada a fase 

móvel Metanol / Água ultrapura (80 : 20), com vazão de 1,0 mL / min durante 

10 minutos. O pico do DPPH foi monitorado a 515nm (Chandrasekar et al., 

2006). Foi utilizado o cromatógrafo líquido Shimadzu Class – LC10, equipado 

com duas bombas LC10AT, detector por varredura de espectro ao ultravioleta 

por arranjo de fotodiodos SPD-M10A e injetor Rheodyne 7725i com volume de 

injeção de 20 µL. A coluna utilizada foi a C18 de fase inversa da Macherey-

Nagel (5µm, 4,0 x 250mm).  

Todas as amostras foram injetadas na concentração de 2mg/mL e os 

padrões na concentração de 1mg/mL. Como controle positivo foram utilizados 

os padrões quercetina, rutina, ácido ascórbico, ácido benzóico, ácido ftálico, 

ácido gálico, ácido salicílico e BHT. A concentração de DPPH utilizada para 

esta análise foi de 1,2 mM, por apresentar uma melhor visualização do pico no 

cromatograma. 

A diferença na redução da concentração do pico do DPPH, ou seja, a 

redução da área do pico do DPPH, entre o padrão (DPPH : Metanol) e a 

amostra foi utilizada para determinar a porcentagem de atividade seqüestrante 

da amostra através da seguinte equação: 
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% AACLAE = {(PA padrão – PA amostra) x 100}/ PA padrão 

Onde PA padrão é a área obtida pelo padrão DPPH e PA amostra é a área 

obtida pela amostra em solução (Chandrasekar et al., 2006).  

 

4.4.4. Análise da atividade antioxidante pelo método do nitroprussiato de 

sódio (SNP) 

 

Foi realizado para este experimento, como doador de óxido nítrico, o 

nitroprussiato de sódio (SNP). 

Preparou-se uma solução estoque a 100 mM de nitroprussiato de sódio 

(SNP) em PBS (solução salina tamponada de fosfato - pH 7,2). A solução de 

SNP (5µL) foi adicionada a 95µL de meio de cultura contendo as amostras e 

quercetina e rutina, como padrões. As soluções foram incubadas a 25°C por 

2,5 h e foram analisadas em três diferentes concentrações 500, 100 e 20 

µg/mL. Após este período, foi realizado o teste colorimétrico de Griess 

(Wadsworth & Koop, 2001). 

Os resultados são expressos em concentração de nitrito no meio, ou 

seja, se há pouco nitrito no meio, é porque houve seqüestro deste radical pelos 

extratos. 

 

4.5. Determinação do Teor de Vitamina C (Ácido Ascórbico) 

 

 Para determinação de vitamina C foram utilizadas duas técnicas para 

fins comparativos. 

 

4.5.1. Método por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

 

A determinação do teor de vitamina C foi realizada por Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE). As amostras foram armazenadas sob 

refrigeração em frascos eppendorff na quantidade exata (1g) para a realização 

da análise onde a amostra foi estabilizada com ácido oxálico (100µg/mL) na 

hora da análise.  
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Para esta análise foi utilizada 1g de amostra, a qual foi homogeneizada 

em solução de ácido oxálico 0,5% e centrifugada a 5000rpm por 5 minutos. O 

sobrenadante foi levado ao ultra-som por 10 minutos. A amostra foi filtrada com 

auxílio de um filtro minisart 0,45µm e posteriormente injetada no cromatográfo. 

Para esta análise foi utilizado o cromatógrafo líquido Shimadzu Class – 

LC10, equipado com duas bombas LC10AT, detector por varredura de espectro 

ao ultravioleta por arranjo de fotodiodos SPD-M10A e injetor Rheodyne 7725i 

com volume de injeção de 20 µL. O comprimento de onda foi de 254 nm 

utilizando uma coluna C-18 de fase inversa da Macherey-Nagel (5µm, 4,0 x 

250mm). A fase móvel utilizada foi o Fosfato Monobásico de Potássio (KH2PO4) 

e Brometo de Cetil Trimetil Amônio (BCTMA) 0,05 M (pH 4.0) com vazão de 1,0 

mL/min (Benlloch et al; 1993). Foi preparada uma curva padrão a partir de 

diluições com o padrão ácido ascórbico nas concentrações de 0,001 a 

10mg/mL. Os resultados foram expressos em mg de ácido ascórbico / 100g de 

amostra, em base úmida. 

 

4.5.2. Método titulométrico 

 

Outra metodologia utilizada para fins comparativos foi o método 

titulométrico do 2,6-dicloroindofenol (2,6D) (Método oficial da AOAC) (Cunniff, 

1998). Este método se baseia na redução do 2,6D, de cor roxa, pelo ácido 

ascórbico em meio ácido, tornando-se incolor. O ponto final de titulação é 

verificado quando todo ácido ascórbico do meio for oxidado, e a solução 2,6D, 

não reduzida conferir cor rosa à solução. Todas as análises foram realizadas 

em triplicata. 

As amostras foram armazenadas sob refrigeração em frascos eppendorff 

na quantidade exata (1g) para a realização da análise. As extrações foram 

realizadas individualmente e imediatamente antes das titulações, de modo a 

minimizar a exposição a agentes degradantes. 

Para esta análise foi utilizada 1g de amostra, a qual foi homogeneizada 

em solução ácida (ácido oxálico). Em seguida, foi titulada com a solução de 

2,6-dicloroindofenol. 
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Neste método de determinação é aconselhável que a titulação seja feita 

de forma rápida, porque o ácido ascórbico reage rapidamente com o 2,6 D, 

diminuindo assim o efeito da interferência dos açúcares redutores ou de outras 

substâncias que apresentam esta característica que podem estar presentes 

nas amostras, as quais não reagem tão rapidamente com o 2,6 D (Zamudio, 

2007). 

 

4.6. Determinação de Taninos e Fenóis Totais: 

4.6.1. Método para Dosagem de Taninos Hidrolisáveis:  

 

A amostra liofilizada (500 mg) foi macerada por 4 vezes com 5 mL de 

solução de acetona / água (7:3). As porções foram unidas em balão 

volumétrico e o volume completado para 25 mL. Uma alíquota de 1 mL do 

extrato foi hidrolisada com 5 mL de ácido sulfúrico 1M em banho-maria a 95ºC 

por 24 horas, após o resfriamento, a solução foi avolumada para 10 mL. Uma 

alíquota de 1 mL foi transferida para um balão de 10 mL. Após a adição de 1,5 

mL de solução de rodanina 0,667% em metanol, aguardou-se por um período 

de 5 minutos antes da adição de 3 mL de hidróxido de potássio 0,5 M, o 

volume foi completado com água (Esquema 3).  

As amostras foram avaliadas em triplicata, e as amostras positivas 

desenvolveram coloração vermelha - rósea. As absorbâncias das amostras 

foram lidas a 520 nm após resfriamento das amostras. O espectrofotômetro 

utilizado foi o UV - VIS Shimadzu Mini 1240. O branco foi preparado 

adicionando-se 1 mL do hidrolisado a 3 mL de hidróxido de potássio 0,5 M. A 

cubeta de referência continha apenas água. O ácido gálico foi utilizado como 

padrão. Dessa forma as soluções foram preparadas em metanol PA, nas 

seguintes concentrações finais: 200, 100, 40, 20 e 2 µg/mL (Moreira, 2000). A 

partir dos resultados obtidos foi construída uma curva padrão, utilizada 

posteriormente para o cálculo dos teores de taninos hidrolisáveis.  
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Esquema 3: Fluxograma do processo de extração de taninos hidrolisáveis 

 

 

4.6.2. Método para Dosagem de Taninos Condensados:  

 

A amostra liofilizada (500 mg) foi macerada por 4 vezes com 5 mL de 

solução de acetona / água (7:3). As porções foram unidas em balão 

volumétrico e o volume completado para 25 mL. Em seguida, para 1 mL do 

extrato foram adicionados 4 mL de solução de butanol em ácido clorídrico 5% 

(solução ácida). O conjunto foi aquecido em banho-maria a 95ºC por 2 horas 

(Moreira, 2000) (Esquema 4).  

As amostras foram avaliadas em triplicata, e as amostras positivas 

desenvolveram coloração vermelha ou violácea e as absorbâncias das 

amostras foram lidas a 540 nm após resfriamento das amostras. O 

espectrofotômetro utilizado foi o UV - VIS Shimadzu Mini 1240. O branco foi 

preparado adicionando-se 4 mL de solução de ácido clorídrico em butanol a 1 

mL da amostra. A cubeta de referência continha solução ácida de butanol 

(Moreira, 2000).  

Para esta análise foi utilizada a curva padrão de Moreira (Moreira, 2000). 
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Esquema 4: Fluxograma do processo de extração de taninos condensados 

 

 

4.6.3. Método de Dosagem de Fenóis Totais:  

 

A amostra liofilizada (500 mg) foi macerada por 4 vezes com 5 mL de 

solução de acetona / água (7:3). As porções foram unidas em balão 

volumétrico e o volume completado para 25 mL.  Em seguida, o reagente de 

Folin-Denis foi adicionado a 0,5 mL dos extratos das amostras e 3 mL de água 

destilada, e posteriormente avolumado para 10 mL. Em seguida 1 mL da 

solução de carbonato de cálcio saturada foi adicionado e a solução ficou em 

repouso por 1 hora. As amostras foram avaliadas em triplicata e as amostras 

positivas desenvolveram coloração azul intensa. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro a 760 nm. O espectrofotômetro utilizado foi o UV - VIS 

Shimadzu Mini 1240. A água destilada foi utilizada como referência (Moreira, 

2000). A curva padrão para esse ensaio foi baseada no preparo das soluções 

aquosas contendo ácido tânico nas seguintes concentrações finais: 100, 40, 

20, 10 e 2 µg/mL (Esquema 5). A partir dos resultados obtidos foi construída 

uma curva padrão, utilizada posteriormente para o cálculo dos teores de fenóis 

totais. 

O método de Folin-Denis é o mais utilizado para a determinação de 

fenólicos totais em vegetais. Este método descrito por Swain e Hillls baseia-se 

na redução do ácido fosfomolíbdico-fosfotúngstico pelas hidroxilas fenólicas, 

produzindo um complexo de coloração azul. A reação ocorre em meio alcalino 

e a solução saturada de carbonato de sódio é a base mais indicada (Ângelo & 

Jorge, 2007).  
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Esquema 5: Fluxograma do processo de extração de taninos condensados 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1 - Análise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) do extrato, do 

sobrenadante e das frações 

 

O extrato, o sobrenadante e as frações dos frutos de pitangueira foram 

submetidos à Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para se avaliar o 

perfil cromatográfico (Figura 19), e para tanto foram utilizados dois padrões de 

flavonóides para direcionar as análises por CCD (Figura 18), uma vez que 

essas são moléculas presentes em diversas frutas (O’Prey et al., 2003), os 

quais estão descritos abaixo: 

 

ü Quercetina (flavonol penta-hidroxilado nas posições 3, 5, 7, 3’ e 4’); 

ü Rutina (flavonol com esqueleto da quercetina acrescido de duas unidades 

de açúcares ligados na posição 3 do flavonóide). 

           Quercetina                                                           Rutina 

                 
 
 

 

                    

Figura 18: Padrões fenólicos de quercetina e rutina 
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 As condições cromatográficas para a Cromatografia em Camada 

Delgada estão descritas no capítulo Material e Método (item 4.3.1). 

Na Figura 19 se pode verificar o perfil cromatográfico por CCD dos 

padrões quercetina e rutina, os quais apresentaram como fatores de retenção 

(Rf) valores de 0,89 e 0,52, respectivamente. 

 

Figura 19: Cromatograma dos padrões quercetina (QUE) e rutina (RU) após revelação 

com sulfato cérico em CCD.  

A partir do perfil cromatográfico por Cromatografia em Camada Delgada 

(CCD) se realizou o perfil cromatográfico das amostras a serem analisadas 

conforme a Figura 20. 

  QUE       RU 
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Figura 20: Cromatograma do extrato aquoso, do sobrenadante e das frações dos 

frutos de pitangueira após revelação com sulfato cérico em CCD. EA (extrato aquoso – 

Rf: 0,32); S (sobrenadante – 0,28); AE (acetato de etila – Rf: 0,27); BU (butanol – Rf: 

0,05 e 0,31). 

Verifica-se na Figura 20, que o extrato, o sobrenadante e as frações dos 

frutos de pitangueira possuem substâncias polares, por apresentar grande 

afinidade com a sílica gel (fase estacionária) nesta fase móvel.  

No sistema de solventes utilizado verifica-se que a concentração de 

substâncias fenólicas é baixa no extrato aquoso (EA) e no sobrenadante (S).  

Para verificar a presença de flavonóides nas amostras foi realizada uma 

co-cromatografia, com os padrões quercetina e rutina, conforme a Figura 21. 

 

     EA           S        AE      BU          
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Figura 21: Cromatograma do extrato aquoso, sobrenadante e frações dos frutos de 

pitangueira co-injetados com os padrões quercetina e rutina após revelação com 

sulfato cérico em CCD. EA (extrato aquoso – Rf: 0,35); EAQ (extrato aquoso com 

quercetina – Rf: 0,29 e 0,89); EAR (extrato aquoso com rutina – Rf: 0,28 e 0,49); S 

(sobrenadante – Rf: 0,26); SQ (sobrenadante com quercetina – Rf: 0,29 e 0,90); SR 

(sobrenadante com rutina – Rf: 0,29 e 0,49); AE (acetato de etila – Rf: 0,33); AEQ 

(acetato de etila com quercetina – Rf: 0,33 e 0,88); AER (acetato de etila com rutina – 

Rf: 0,33 e 0,50); B (butanol – Rf:0,32); BQ (butanol com quercetina – Rf: 0,32 e 0,52); 

BR (butanol com rutina – Rf: 0,32 e 0,90).  

 

De acordo com as co-cromatografias dos padrões, com o extrato 

aquoso, o sobrenadante e as frações dos frutos de pitangueira, nenhuma das 

amostras apresentou Rf próximo dos padrões quercetina e rutina (Figura 21). 

 

6.2 - Avaliação do Perfil Cromatográfico por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE). 

 

 As condições cromatográficas para análises do perfil cromatográfico por 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) estão descritas no item 4.3.2 

   EA      EAQ  EAR   S       SQ       SR    AE    AEQ  AER    B         BQ      BR 
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(Material e Métodos). 

Para essa análise também foram utilizados os mesmos padrões de 

flavonóides: Quercetina e Rutina, com o objetivo de direcionar as análises por 

CLAE, abaixo estão apresentados seus respectivos cromatogramas, tempos de 

retenção, área e área percentual. 

 

 

 

Figura 22: Cromatograma 1, perfil químico do padrão quercetina avaliado por CLAE.  
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Figura 23: Cromatograma 2, perfil químico do padrão rutina avaliado por CLAE.  

 

De acordo com as Figuras 22 e 23, pode-se verificar que ambos os 

padrões absorveram nos dois comprimentos utilizados (254 e 350 nm), para o 

sistema de solventes utilizado, sendo os picos correspondentes aos tempos de 

retenção em 23,147 minutos para quercetina e 18,891 minutos para rutina. 

As análises realizadas com os padrões mostraram que ambos produzem 

duas bandas de absorção características no espectro de ultravioleta na região 

de 240-400 nm, o que corrobora com as absorções observadas. Essas bandas 

de absorção são conhecidas como Banda I, que está associada à absorção do 

sistema cinamoil do anel B (300-380 nm) e Banda II devido à absorção do 

sistema benzoil do anel A (240-280 nm) (Alonso-Salces et al., 2004) (Figura 

24).  
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Figura 24: Esquema do flavonóide e suas porções que geram as bandas de absorção 

características no UV.  

 

De acordo com esta informação, a Figura 25 mostra os espectros de 

ultravioleta destes padrões quercetina (A) e rutina (B), destacando as bandas 

características em 350 nm (anel B) e a banda próxima a 240 nm (anel A), o que 

corrobora com os resultados obtidos dos padrões na análise por CLAE nos 

comprimentos de onda em 254 e 350 nm (Figura 22 e 23). 

 

 n
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(Fonte: Mabry et al., 1970) 
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Figura 25: Espectros de ultravioleta dos padrões quercetina (A) e rutina (B). 

 

Outros padrões (ácido ascórbico, ácido benzóico, ácido ftálico, ácido 

gálico, ácido salicílico e BHT) também foram selecionados para direcionar as 

análises por CLAE, a fim de verificar a presença nas amostras de algum destes 

padrões. Todavia, para essa classe de substâncias ocorre absorção apenas 

em 254 nm, que corresponde à porção benzoil. Enquanto, em 350 nm para os 

padrões não se verifica a presença da porção cinamoil (quando comparada aos 

flavonóides), por essa razão apenas os cromatogramas com comprimento de 

onda em 254 nm são apresentados. 

A Figura 26 mostra o cromatograma do perfil químico do padrão ácido 

ascórbico. 

 

 

Figura 26: Cromatograma 3, perfil químico do padrão ácido ascórbico avaliado por 

CLAE.  
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Depois de realizada a CLAE, se pode observar um pico no tempo de 

retenção em 3,147 minutos no comprimento de onda de 254nm, com área de 

4.975.118 (44,29%). 

A Figura 27 mostra o cromatograma do perfil químico do padrão ácido 

benzóico. 

 

 

Figura 27: Cromatograma 4, perfil químico do padrão ácido benzóico avaliado por 

CLAE.  

 

Pode-se observar na Figura 27, um pico no tempo de retenção em 

19,701 minutos no comprimento de onda de 254nm, com área de 1.409.353 

(48,44%). 

A Figura 28 mostra o cromatograma do perfil químico do padrão ácido 

ftálico. 

 

 

Figura 28: Cromatograma 5, perfil químico do padrão ácido ftálico avaliado por CLAE.  
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Pode-se observar na Figura 28, um pico no tempo de retenção em 

11,840 minutos no comprimento de onda de 254nm, com área de 1.470.026 

(42,21%). 

A Figura 29 apresenta o espectro de ultravioleta do padrão ácido ftálico. 

 

Figura 29: Espectro de ultravioleta do padrão ácido ftálico. 

 

O padrão ácido ftálico apresentou absorção nos comprimentos de onda 

de 200, 230 e 280 nm, devido à presença de um anel fenólico e o radical 

carboxílico. 

A Figura 30 mostra o cromatograma do perfil químico do padrão ácido 

gálico. 

 

 

Figura 30: Cromatograma 6, perfil químico do padrão ácido gálico avaliado por CLAE.  
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Pode-se observar na Figura 30, dois picos com tempo de retenção em 

7,371 e 8,085 minutos no comprimento de onda de 254nm, com área 

respectivamente de 2.867.448 e 2.711.469 (26,05 e 24,63%). A presença 

desses dois picos pode ser devido à contaminação ou à degradação da 

amostra por má conservação. 

A Figura 31 apresenta o espectro de ultravioleta do padrão ácido gálico. 

 

Figura 31: Espectro de ultravioleta do padrão ácido gálico. 

 

 O padrão ácido gálico apresentou absorção nos comprimentos de onda 

de 220 e 270 nm, aproximadamente. 

A Figura 32 mostra o cromatograma do perfil químico do padrão ácido 

salicílico. 
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Figura 32: Cromatograma 7, perfil químico do padrão ácido salicílico avaliado por 

CLAE.  

 

Pode-se observar na Figura 32, um pico no tempo de retenção em 

19,659 minutos no comprimento de onda de 254nm, com área de 426.400 

(24,33%). 

A Figura 33 apresenta o espectro de ultravioleta do padrão ácido 

salicílico. 
     

Figura 33: Espectro de ultravioleta do padrão ácido salicílico. 

 

O padrão ácido salicílico apresentou um espectro de ultravioleta 

parecido com o padrão ácido ftálico, com alguns valores de absorção próximos 

(200, 230 e 300 nm).  Comparando as 2 estruturas, o que elas têm em comum 

é o anel fenólico e a parte carboxílica (COOH). Já o padrão ácido gálico 

apresenta essas mesmas características, mas absorveu somente em 220 e 

270 nm. 

A Figura 34 mostra o cromatograma do perfil químico do padrão butil-

hidroxi-tolueno (BHT). 
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Figura 34: Cromatograma 8, perfil químico do padrão BHT avaliado por CLAE.  

 

Pode-se observar na Figura 34, um pico com tempo de retenção em 

32,181 minutos no comprimento de onda de 254 nm, com área de 226.744 

(16,47%). 

A partir dos cromatogramas apresentados, a Tabela 3 mostra os valores 

de tempo de retenção, área e área percentual dos padrões, em ordem 

decrescente de área percentual. 

 

Tabela 3 – Dados de tempo de retenção, área e área percentual dos padrões. 

Padrão Tempo Área % Área 

Quercetina 23,147 5979022 83,93 

Rutina 18,891 2768153 53,61 

Ácido benzóico 19,701 1409353 48,44 

Ácido ascórbico 3,147 4975118 44,29 

Ácido ftálico 11,840 1470026 42,21 

Ácido gálico 7,371 2867448 26,05 

Ácido salicílico 19,659 426400 24,33 

BHT 32,181 226744 16,47 

 

A área percentual (% área) dos padrões será necessária para obtenção 

da área percentual dos picos correspondentes a esses padrões nas amostras. 

Após verificar os tempos de retenção dos padrões, o extrato aquoso, o 

sobrenadante e as frações foram submetidos à análise por Cromatografia 
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Líquida de Alta Eficiência (CLAE) para conhecimento do perfil químico. 

Inicialmente, a Figura 35 mostra o cromatograma do perfil químico do extrato 

aquoso dos frutos de pitangueira. 

 

 

 

 

 

 

Figura 35: Cromatograma 9, perfil químico do extrato aquoso dos frutos de pitangueira 

avaliado por CLAE.  

 

De acordo com a Figura 35, o cromatograma do extrato aquoso dos 

frutos de pitangueira apresentou um pico com tempo de retenção (Tr: 8,749 

min) próximo ao observado pelo padrão ácido gálico (Tr: 7,371 min). 

Com o intuito de verificar se há presença de picos compatíveis com os 

tempos de retenção dos padrões, algumas amostras foram selecionadas para 

realizar as co-cromatografias, portanto a Figura 36 mostra o cromatograma da 

co-cromatografia do extrato aquoso com o padrão ácido gálico. 
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Figura 36: Cromatograma 10, perfil químico da co-cromatografia do extrato aquoso 

dos frutos de pitangueira e do padrão ácido gálico avaliado por CLAE.  

 

A partir da co-cromatografia do extrato aquoso dos frutos de pitangueira 

se pode notar que não há pico compatível com o padrão ácido gálico por não 

apresentar sobreposição dos picos da amostra e do padrão. 

Na sequência foi avaliado o perfil cromatográfico do sobrenadante dos 

frutos de pitangueira, conforme a Figura 37. 

Figura 37: Cromatograma 11, perfil químico do sobrenadante dos frutos de 

pitangueira avaliado por CLAE.  
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O pico com tempo de retenção em 2,953 minutos foi absorvido em 

ambos os comprimentos de onda, porém nenhum dos padrões analisados 

apresentou este tempo de retenção (Figura 40). 

De acordo com a Figura 37, o cromatograma do sobrenadante dos frutos 

de pitangueira apresentou um pico com tempo de retenção (Tr: 8,451) próximo 

ao observado para o padrão de ácido gálico (Tr: 7,371).  

A Figura 38 mostra o cromatograma da co-cromatografia do 

sobrenadante com o padrão ácido gálico. 

 

 

Figura 38: Cromatograma 12, perfil químico da co-cromatografia do sobrenadante dos 

frutos de pitangueira e do padrão ácido gálico avaliado por CLAE.  

 

De acordo com a co-cromatografia do padrão com o sobrenadante, se 

pode notar que no sobrenadante não há a presença do pico compatível com o 

tempo de retenção do padrão ácido gálico por não apresentar sobreposição 

dos picos da amostra e do padrão e para esta análise de co-cromatografia o 

cromatograma não ficou bem resolvido. Isto pode ser justificado por erro na 

injeção da amostra ou presença de bolhas no sistema ou ainda por problemas 

técnicos com o aparelho. 

Na seqüência, serão demonstrados os perfis cromatográficos das 

frações em acetato de etila e butanólica dos frutos de pitangueira. Assim, a 

Figura 39 mostra o cromatograma da fração em acetato de etila dos frutos de 

pitangueira. 
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Figura 39: Cromatograma 13, perfil químico da fração em acetato de etila dos frutos 

de pitangueira avaliado por CLAE.  
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(Figura 40). 

 

 

Figura 40: Espectro de ultravioleta dos sinais obtidos no cromatograma da fração em  

acetato de etila dos frutos de pitangueira. 

A partir disso, a Figura 41 mostra o cromatograma da co-cromatografia 

da fração em acetato de etila com o padrão quercetina. 
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Figura 41: Cromatograma 14, perfil químico da co-cromatografia da fração em acetato 

de etila dos frutos de pitangueira e quercetina avaliado por CLAE.  

Conforme a co-cromatografia da fração em acetato de etila dos frutos de 

pitangueira com o padrão quercetina se pode notar que nesta fração há a 

presença do pico compatível com o tempo de retenção do padrão analisado, 

com percentual de área de 68,98%. 

A Figura 42 mostra o cromatograma da co-cromatografia da fração em 

acetato de etila com o padrão rutina. 
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Figura 42: Cromatograma 15, perfil químico da co-cromatografia da fração em acetato 

de etila dos frutos de pitangueira e do padrão rutina avaliado por CLAE.  

 

Conforme a co-cromatografia da fração em acetato de etila dos frutos de 

pitangueira com o padrão rutina se pode notar que nesta fração há a presença 

do pico compatível com o tempo de retenção do padrão analisado com 

percentual de área de 29,46%. 

O mesmo procedimento foi realizado com o padrão ácido gálico e esta 

fração, com isso a Figura 43 mostra o cromatograma da co-cromatografia da 

fração em acetato de etila com o padrão ácido gálico. 

 

Figura 43: Cromatograma 16, perfil químico da co-cromatografia da fração em acetato 

de etila dos frutos de pitangueira e do padrão ácido gálico avaliado por CLAE.  

 

 

 

m
A

U
 

Minutos 
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 

0

100 

200 

300 

8.
04

3    

21
74

10
8 

   

16
,9

5 

   

   

   

   

   

   

1: 254 nm, 8 nm 
Acetato de etila ácido gálico 

7.
46

7 
21

87
76

9 
17

,0
5 

Minutes
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 

m
A

U
 

0

100 

200 

300 

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

18
.8

59
    

11
05

24
3    

28
.7

2 

   

   

   

      

2: 350 nm, 8 nm 
Acetato de etila  rutina 



 

 

 

54

De acordo com a co-cromatografia do padrão ácido gálico com a fração 

em acetato de etila dos frutos de pitangueira, se pode notar que o pico que foi 

sugerido compatível com o padrão ácido gálico não apresentou sobreposição, 

com isso a fração em acetato de etila não possui o ácido fenólico ácido gálico. 

A fração butanólica também foi avaliada por CLAE. Assim, a Figura 44 

mostra o cromatograma da fração butanólica dos frutos de pitangueira. 

 

 

Figura 44: Cromatograma 17, perfil químico da fração butanólica dos frutos de 

pitangueira avaliado por CLAE.  
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quercetina (Tr: 23,147 min), pico este majoritário em relação aos demais.  

Os picos com tempo de retenção em 2,728, 18,958 e 23,180 minutos 

foram absorvidos em ambos os comprimentos de onda, porém os picos com 

tempo de retenção em 20,1992 e 21,276 minutos, embora não tenham sido 

listados no comprimento de onda em 254 nm, estes podem ser observados 

também em 350 nm, contudo em baixas concentrações nesta fração. 

Também se observa que a fração butanólica dos frutos de pitangueira 

apresentou dois picos (Tr: 18,958 e 23,18 min) com características para 

flavonóides (circulado em azul). Essas substâncias foram confirmadas pelos 

espectros de ultravioleta devido à presença de bandas características para 

flavonóides (Alonso-Salces et al., 2004) (Figura 45). 

 

Figura 45: Espectro dos sinais obtidos no cromatograma da fração butanólica dos 

frutos de pitangueira. 

 

A partir disso, a Figura 46 mostra o cromatograma da co-cromatografia 

da fração butanólica com o padrão quercetina. 
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Figura 46: Cromatograma 18, perfil químico da co-cromatografia da fração butanólica 

dos frutos de pitangueira e quercetina avaliado por CLAE.  

 

Conforme a Figura 46, a fração butanólica dos frutos de pitangueira 

apresentou a presença do pico compatível com o tempo de retenção do padrão 

quercetina com percentual de área de 57,65%. 

A Figura 47 mostra o cromatograma da co-cromatografia da fração 

butanólica com o padrão rutina. 
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Figura 47: Cromatograma 19, perfil químico da co-cromatografia da fração butanólica 

dos frutos de pitangueira e do padrão rutina avaliado por CLAE.  

 

Conforme a co-cromatografia da fração butanólica dos frutos de 

pitangueira com o padrão rutina, se pode notar que nesta fração há a presença 

de pico compatível com o tempo de retenção do padrão analisado com área 

percentual de 41,57%. 

A Figura 48 mostra o cromatograma da co-cromatografia da fração 

butanólica com o padrão ácido gálico. 
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Figura 48: Cromatograma 20, perfil químico da co-cromatografia da fração butanólica 

dos frutos de pitangueira e do padrão ácido gálico avaliado por CLAE.  

 

De acordo com a co-cromatografia do padrão ácido gálico com a fração 

butanólica dos frutos de pitangueira, se pode notar que o pico que sugeria a 

presença de ácido gálico não foi compatível com o tempo de retenção do 

padrão e com isso não ocorreu sobreposição dos picos. 

A partir dos cromatogramas das frações em acetato de etila e butanólica 

dos frutos de pitangueira se pode observar que o fracionamento foi eficiente, 

devido à concentração de substâncias nestas frações, as quais estavam 

aparentemente ausentes no extrato aquoso e no sobrenadante, devido às 

baixas concentrações das mesmas. 

Devido à presença do padrão quercetina nas amostras foi preparada 

uma curva padrão (área do pico x massa em µg) utilizando-se uma amostra 

pura de quercetina (Tabela 4; Gráfico 3).  
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Tabela 4 - Dados de massa (em µg) injetada de quercetina e as respectivas 

áreas obtidas. 

 

Massa de quercetina 
injetada (em µg) 

Área correspondente ao pico  

10 6266387 

5 2105483 

2,5 1225214 

1,25 425861 
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Gráfico 3: Curva padrão da área do pico x massa (em µg) injetada de 

quercetina obtida a partir dos valores apresentados na tabela. 

 

 A partir da curva padrão de quercetina foi possível calcular o percentual 

(teor) existente nas frações em acetato de etila e butanólica, sendo para a 

fração em acetato de etila 1,75 µg/mL e para a fração butanólica 1,79 µg/mL. 

Devido à presença do padrão rutina nas amostras foi preparada uma 

curva padrão (área do pico x massa em µg) utilizando-se uma amostra pura de 

rutina (Tabela 5; Gráfico 4).  
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Tabela 5 - Dados de massa (em µg) injetada de rutina e as respectivas áreas 

obtidas. 

 

Massa de rutina 
injetada (em µg) 

Área correspondente ao pico  

10 2768153 

5 1285783 

2,5 739564 

1,25 292702 

0,625 142436 

0,3125 88856 
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Gráfico 4: Curva padrão da área do pico x massa (em µg) injetada de rutina 

obtida a partir dos valores apresentados na tabela. 

 

Devido à concentração de rutina ser pequena na fração butanólica foi 

necessário preparar mais duas concentrações do padrão para elaboração da 

curva.  
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A partir da curva padrão de rutina foi possível calcular o teor existente 

nas frações em acetato de etila e butanólica, sendo para a fração em acetato 

de etila 3,18 µg/mL e para a fração butanólica 0,50 µg/mL. 

A partir dos resultados apresentados, se pode observar a ausência do 

padrão ácido gálico nas amostras devido a não sobreposição dos picos da 

amostra e padrão. Com relação aos flavonóides, a fração butanólica 

apresentou maior concentração do padrão quercetina e a fração em acetato de 

etila apresentou maior concentração do padrão rutina. 

A presença dos flavonóides (quercetina e rutina) nos frutos de 

pitangueira reforça a utilização desses alimentos como funcionais, por 

apresentar atividades biológicas, já descritas na Revisão Bibliográfica (item 

3.3.1 e 3.3.2). 

 

6.3 – Avaliação qualitativa de atividade antioxidante 
 

Neste método de determinação de atividade antioxidante, as amostras 

foram avaliadas apenas de forma qualitativa quanto ao perfil antioxidante por 

Cromatografia em Camada Delgada (CCD). As condições cromatográficas para 

esta análise estão descritas no item 4.4.1 (Material e Métodos). 

O extrato aquoso, o sobrenadante, as frações e os padrões quercetina e 

rutina foram submetidos à avaliação qualitativa de atividade antioxidante por 

CCD, conforme a Figura 49. 
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Figura 49: Cromatograma do extrato aquoso, sobrenadante e frações dos frutos de 

pitangueira e padrões quercetina e rutina após revelação com DPPH em CCD. EA 

(extrato aquoso); S (sobrenadante); AE (acetato de etila); BU (butanol); QUE (padrão 

quercetina) e RU (padrão rutina).  

 

Na Cromatografia de Camada Delgada (CCD) se pode verificar que os 

compostos presentes nas amostras possuem atividade antioxidante mediante a 

revelação feita com DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila). 

Os padrões quercetina e rutina apresentaram alta atividade antioxidante, 

fato este representado pelo arraste amarelo intenso, indicando que existe um 

conjunto de substâncias que podem estar atuando como redutoras dos radicais 

livres. Verifica-se que entre as amostras estudadas, a fração em acetato de 

etila dos frutos de pitangueira apresentou atividade antioxidante, quando 

comparado aos padrões. 

 

6.4 - Avaliação espectrofotométrica de atividade antioxidante 

 

As condições cromatográficas para esta análise estão descritas no 

capítulo Material e Métodos (item 4.4.2). 
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CH3

CH3
CH3 CH3

As Tabelas 7, 8 e 9 mostram os resultados do extrato, sobrenadante e 

frações dos frutos de pitangueira submetidos aos ensaios antioxidantes em três 

concentrações distintas de DPPH (1,2 mM, 0,6 mM e 0,1 mM).  

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados apresentados 

são as médias aritméticas. Os padrões utilizados para estas análises foram os 

flavonóides quercetina e rutina, os padrões fenólicos ácido benzóico, ácido 

ftálico, ácido gálico e ácido salicílico e os padrões ácido ascórbico e BHT (butil 

hidroxi tolueno). Na Tabela 6, se pode verificar a estrutura dos padrões 

analisados. 

 

Tabela 6 – Estruturas dos padrões utilizados para análise. 

O O

O O

H

HC O H
CH2O H

Ácido ascórbico 

O OH

Ácido benzóico 

HO O

O

OH

 Ácido ftálico OH

HO OH

COOH

Ácido gálico 

OH

O OH

 Ácido salicílico 

 

 

Inicialmente serão apresentados os resultados das amostras submetidas 

ao ensaio antioxidante na concentração de 1,2 mM de DPPH, conforme a 

Tabela 7. 

 

Tabela 7 – Atividade antioxidante do extrato, sobrenadante e frações dos frutos de 

pitangueira e padrões em uma concentração maior de DPPH (1,2 mM). (Resultados 

expressos em porcentagem de atividade antioxidante). 

BHT 
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*Média ± Desvio Padrão (n=3). 

De acordo com a Tabela 7, as amostras não apresentaram atividade 

antioxidante em nenhuma das três concentrações analisadas. 

Os padrões quercetina, rutina, BHT e ácido ascórbico apresentaram 

atividade antioxidante somente nas duas maiores concentrações.  

O padrão ácido gálico apresentou valores significativos de atividade 

antioxidante nas três concentrações. Todos os outros três ácidos não foram 

capazes de seqüestrar os radicais livres formados, ou seja, atividade 

antioxidante inferior a 50% nas três concentrações testadas. 

A Tabela 8 mostra os resultados das amostras submetidas ao ensaio 

antioxidante na concentração de 0,6 mM de DPPH. 

 

Tabela 8 – Atividade antioxidante do extrato, sobrenadante e frações dos frutos de 

pitangueira e padrões na concentração intermediária de DPPH (0,6 mM). (Resultados 

expressos em porcentagem de atividade antioxidante). 

Amostras Concentrações 
Fruta 1000 µg/mL (%) 100 µg/mL (%) 10 µg/mL (%) 

Extrato aquoso pitanga 1,7 ± 0,1 7,9 ± 0,05 7,9 ± 0,05 
Sobrenadante pitanga 3,3 ± 0,2 7,9 ± 0,05 7,9 ± 0,05 

Acetato de etila pitanga 15,0 ± 0,3 7,9 ± 0,05 7,9 ± 0,05 
Butanol pitanga 4,1 ± 0,2 7,3 ± 0,1 7,3 ± 0,1 

Padrões  1000 µg/mL (%) 100 µg/mL (%) 10 µg/mL (%) 
Quercetina 91,8 ± 0,4 90,1 ± 0,9 6,7 ± 0,6 

Rutina 89,6 ± 0,6 74,8 ± 0,3 5,4 ± 0,5 
Ácido ascórbico 92,4 ± 0,8 92,1 ± 0,4 33,9 ± 0,6 
Ácido benzóico 3,91 ± 0,8 3,31 ± 0,8 3,31 ± 0,1 

Ácido ftálico 7,00 ± 1,0 5,01 ± 0,4 4,98 ± 0,2 
Ácido gálico 93,41 ± 0,2 91,89 ± 0,4 88,79 ± 4,8 

Ácido salicílico 9,54 ± 0,5 9,28 ± 0,3 9,14 ± 0,1 
BHT 90,2 ± 0,2 57,1 ±0,4 33,9 ± 0,7 
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*Média ± Desvio Padrão (n=3). 

 
Os resultados listados na Tabela 8 mostram que a amostra que 

apresentou atividade antioxidante foi a fração em acetato de etila dos frutos de 

pitangueira na concentração de 1000 µg/ml e apresentou atividade antioxidante 

ligeiramente maior que o padrão BHT na concentração de 1000 µg/ml. 

Os padrões quercetina, rutina, ácido ascórbico e BHT apresentaram 

atividade antioxidante nas duas maiores concentrações (1000 e 100 µg/mL), 

enquanto o ácido gálico apresentou atividade antioxidante nas três 

concentrações analisadas. 

Todas as outras amostras e os padrões ácido benzóico, ácido ftálico e 

ácido salicílico não apresentaram atividade antioxidante nas três concentrações 

analisadas. 

A Tabela 9 mostra os resultados das amostras submetidas ao ensaio 

antioxidante na concentração de 0,1 mM de DPPH. 

 

Tabela 9 – Atividade antioxidante do extrato, sobrenadante e frações dos frutos de 

pitangueira e padrões na concentração menor de DPPH 0,1 mM. (Resultados 

expressos em porcentagem de atividade antioxidante). 

 

 

Amostras Concentrações 
Fruta 1000 µg/mL (%) 100 µg/mL (%) 10 µg/mL (%) 

Extrato aquoso pitanga 7,9 ± 0,7 4,6 ± 0,2 4,6 ± 0,2 
Sobrenadante pitanga 8,0 ± 0,4 4,6 ± 0,2 4,6 ± 0,2 

Acetato de etila pitanga 84,1 ± 2,0 7,0 ± 0,3 7,0 ± 0,3 
Butanol pitanga 18,5 ± 1,7 14,5 ± 1,3 18,2 ± 1,6 

Padrões  1000 µg/mL (%) 100 µg/mL (%) 10 µg/mL (%) 
Quercetina 92,7 ± 0,5 93,7 ± 0,6 1,6 ± 0,05 

Rutina 91,8 ± 0,4 91,7 ± 0,6 18,2 ± 0,9 
Ácido ascórbico 96,1 ± 0,2 95,5 ± 0,5 16,1 ± 0,8 
Ácido benzóico 7,13 ± 1,4 6,69 ± 1,2 5,77 ± 0,4 

Ácido ftálico 8,05 ± 1,0 7,70 ± 0,9 5,58 ± 2,1 
Ácido gálico 95,65 ± 0,2 94,59 ± 0,5 93,60 ± 0,2 

Ácido salicílico 4,87 ± 0,4 3,84 ± 0,4 3,14 ± 1,4 
BHT 83,4 ± 0,6 82,5 ± 0,4 12,9 ± 0,7 
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*Média ± Desvio Padrão (n=3). 

 

Para a Tabela 9 se pode notar que as frações mais ativas foram as 

frações em acetato de etila e butanólica dos frutos de pitangueira na 

concentração de 1000 µg/mL.  

A fração butanólica dos frutos de pitangueira possui atividade 

antioxidante ligeiramente maior que do padrão rutina na concentração de 1000 

µg/mL. 

De acordo com os padrões, o BHT apresentou na maior concentração 

um seqüestro total de radicais livres. Os padrões quercetina, ácido ascórbico e 

ácido gálico possuem atividade antioxidante superior a 90% nas três 

concentrações analisadas, enquanto a rutina apresentou perfil semelhante nas 

duas concentrações mais altas (1000 e 100 µg/mL). 

Todas as outras amostras e os padrões ácido benzóico, ácido ftálico e 

ácido salicílico não apresentaram atividade antioxidante nas três concentrações 

analisadas. 

A partir da comparação entre as três concentrações de DPPH 

analisadas (1,2, 0,6 e 0,1 mM), se pode notar que na concentração de 0,1 mM 

as frações em acetato de etila e butanólica apresentaram um percentual de 

atividade antioxidante maior que 80% (Tabela 10). 

 

 

 

Amostras Concentrações 
Fruta 1000 µg/mL (%) 100 µg/mL (%) 10 µg/mL (%) 

Extrato aquoso pitanga 35,6 ± 1,2 0 0 
Sobrenadante pitanga 44,7 ± 1,2 0 0 

Acetato de etila pitanga 86,1 ± 1,0 44,1 ± 2,0  0 
Butanol pitanga 88,7 ± 1,1 0 0 

Padrões  1000 µg/mL (%) 100 µg/mL (%) 10 µg/mL (%) 
Quercetina 94,9 ± 1,5 93,1 ± 0,3 91,2 ± 0,2 

Rutina 88,0 ± 0,9 86,65 ± 1,1 0 
Ácido ascórbico 95,6 ± 1,5 94,5 ± 0,5 93,8 ± 2,5 
Ácido benzóico 0 0 0 

Ácido ftálico 0 0 0 
Ácido gálico 94,54 ± 0,7 91,54 ± 0,4 90,54 ± 1,5 

Ácido salicílico 0 0 0 
BHT 100,0 ± 0,9 52,1 ± 2,2 43,6 ± 1,5 
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Tabela 10 – Resumo dos valores de atividade antioxidante das frações dos frutos de 

pitangueira na concentração de 1000 µg / mL em todas as concentrações analisadas 

de DPPH. 

Frações / [DPPH] 1,2 mM (%) 0,6 mM (%) 0,1 mM (%) 

Acetato de etila 15,0 84,1 86,1 

Butanol 4,1 18,5 88,7 

 

Na concentração de DPPH de 0,6 mM, somente a fração em acetato de 

etila apresentou atividade antioxidante. Na maior concentração de DPPH (1,2 

mM) nenhuma das frações apresentou atividade antioxidante. 

Para os padrões analisados, o ácido gálico foi o que apresentou um 

melhor seqüestro de atividade antioxidante em todas as concentrações de 

DPPH, e em todas as diluições analisadas, já na concentração de DPPH a 0,1 

mM, os padrões ácido ascórbico e quercetina também apresentaram seqüestro 

de radicais livres nas três concentrações. 

A partir destas três concentrações de DPPH utilizadas (1,2mM, 0,6 mM e 

0,1 mM) pode-se observar que a concentração do DPPH que será utilizada 

para determinar a atividade antioxidante de uma amostra é de extrema 

importância, pois a concentração do DPPH pode interferir no resultado da 

análise. 

De acordo com os resultados obtidos, se pode observar que à medida 

que diminui a concentração de DPPH, as amostras e padrões apresentaram 

maior seqüestro de radicais livres, isto é explicado porque as amostras com um 

menor número de substâncias capazes de seqüestrar radicais livres, não são 

capazes de seqüestrar todas as moléculas de DPPH encontradas em uma 

solução de alta concentração, logo somente as amostras com um elevado 

número dessas substâncias (alta atividade antioxidante) conseguem reagir com 

essas moléculas de DPPH, ocorrendo assim a reação (roxo para amarelo) 

(Figura 3). 

É possível afirmar que uma concentração alta de DPPH pode interferir 

no resultado por este teste ser uma análise colorimétrica. O DPPH em alta 

concentração apresenta uma cor muito forte, o que pode interferir na hora da 



 

 

 

68

leitura no espectrofotômetro, extrapolando assim os valores de absorbância, 

sendo necessária a diluição das amostras para a realização da leitura.  

Conclui-se que as frações em acetato de etila e butanólica apresentaram 

um maior potencial antioxidante devido à concentração das substâncias 

antioxidantes nestas frações. 

  

6.5 - Análise de atividade antioxidante pelo método de Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE). 

 

 As condições cromatográficas para esta análise estão descritas no item 

4.4.3 (Material e Métodos). 

O radical livre DPPH na ausência de um antioxidante apresentou um 

pico no tempo de 2,944 minutos com área de 4.612.012. Este resultado da área 

do DPPH será utilizado para calcular a porcentagem de atividade antioxidante 

das amostras. 

Nas figuras abaixo (Figuras 50 – 57) se observa os cromatogramas dos 

padrões que mostram o comportamento do radical livre DPPH frente à adição 

de um antioxidante, em que A significa a amostra a ser analisada, B significa a 

reação da amostra com o radical livre DPPH e C significa o radical livre DPPH. 

A partir disso, a Figura 50 mostra o cromatograma do padrão quercetina antes 

e depois da reação com DPPH. 

 

 

Figura 50: Cromatograma 21 a 515nm do padrão quercetina antes e depois da reação 

com DPPH.   
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O pico do radical DPPH na presença do padrão quercetina apresentou 

uma grande redução obtendo uma área de 213.782 no tempo de 2,650 minutos 

(Figura 50). Isto significa que quase todas as moléculas de DPPH foram 

seqüestradas pelo padrão quercetina, logo apresenta uma alta atividade 

antioxidante. 

A Figura 51 mostra o cromatograma do padrão rutina antes e depois da 

reação com DPPH. 

 

 

Figura 51: Cromatograma 22, a 515nm do padrão rutina antes e depois da reação 

com DPPH.   

O pico do radical DPPH na presença do padrão rutina apresentou uma 

grande redução da área de 937.404 no tempo de 2,560 minutos (Figura 51). 

Isto significa um alto sequestro do radical livre pelo padrão rutina, logo um alto 

percentual de atividade antioxidante. 

A Figura 52 mostra o cromatograma do padrão ácido ascórbico antes e 

depois da reação com DPPH. 

 

 

Figura 52: Cromatograma 23, a 515nm do padrão ácido ascórbico antes e depois da 

reação com DPPH.   

m
A

U
 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

2: 515 nm, 8 nm 
Padrão ácido ascórbico 

2: 515 nm, 8 nm 
Padrão ácido ascórbico + DPPH DPPH 

2: 515 nm, 8 nm 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

A B 
C 

2,
64

5 

2,
94

4 

600 

400 

200 

46
12

01
2 

59
47

93
 

13
,5

8%
 

Minutos Minutos Minutos 

3,
47

5 

m
A

U
 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

2: 515 nm, 8 nm 
Padrão rutina 

2: 515 nm, 8 nm 
Padrão rutina + DPPH DPPH 

2: 515 nm, 8 nm 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

A B 
C 

2,
56

0 

2,
94

4 

600 

400 

200 

46
12

01
2 

93
74

04
 

21
,4

0%
 

Minutos Minutos Minutos 

3,
43

5 



 

 

 

70

O pico do radical DPPH na presença do padrão ácido ascórbico 

apresentou uma grande redução da área de 594.793 no tempo de 2,645 

minutos (Figura 52). Isto significa um alto sequestro das moléculas de DPPH 

pelo padrão ácido ascórbico apresentando uma alta atividade antioxidante. 

A Figura 53 mostra o cromatograma do padrão ácido benzóico antes e 

depois da reação com DPPH. 

 

 

Figura 53: Cromatograma 24, a 515nm do padrão ácido benzóico antes e depois da 

reação com DPPH.   

O pico do radical DPPH na presença do padrão ácido benzóico 

apresentou uma pequena redução obtendo uma área de 3.953.022 no tempo 

de 2,961 minutos (Figura 53). Isto significa que uma pequena quantidade das 

moléculas de DPPH foram seqüestradas pelo padrão DPPH, logo baixa 

atividade antioxidante. 

A Figura 54 mostra o cromatograma do padrão ácido ftálico antes e 

depois da reação com DPPH. 

 

 

Figura 54: Cromatograma 25, a 515nm do padrão ácido ftálico antes e depois da 

reação com DPPH. 
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O pico do radical DPPH na presença do padrão ácido ftálico apresentou 

uma pequena redução obtendo uma área de 4.086.928 no tempo de 2,952 

minutos (Figura 54). Isto significa que uma pequena quantidade de moléculas 

de DPPH foram seqüestradas pelo padrão ácido ftálico, possuindo baixa 

atividade antioxidante. 

A Figura 55 mostra o cromatograma do padrão ácido gálico antes e 

depois da reação com DPPH. 

 

 

Figura 55: Cromatograma 26, a 515nm do padrão ácido gálico antes e depois da 

reação com DPPH. 

O pico do radical DPPH na presença do padrão ácido gálico apresentou 

uma grande redução obtendo uma área de 836.507 no tempo de 2,944 minutos 

(Figura 55). Isto significa um alto seqüestro das moléculas de DPPH pelo 

padrão ácido gálico, logo apresenta um maior percentual de atividade 

antioxidante.  

A Figura 56 mostra o cromatograma do padrão ácido salicílico antes e 

depois da reação com DPPH. 

 

Figura 56: Cromatograma 27, a 515nm do padrão ácido salícilico antes e depois da 

reação com DPPH. 
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O pico do radical DPPH na presença do padrão ácido salicílico 

apresentou uma pequena redução obtendo uma área de 3.551.267 no tempo 

de 2,961 minutos (Figura 56). Isto significa que um pequeno número de 

moléculas de DPPH foram seqüestradas pelo padrão ácido salicílico, logo 

apresenta um baixo percentual de atividade antioxidante. 

A Figura 57 mostra o cromatograma do padrão BHT antes e depois da 

reação com DPPH. 

 

 

Figura 57: Cromatograma 28, a 515nm do padrão BHT antes e depois da reação com 

DPPH. 

O pico do radical DPPH na presença do padrão BHT apresentou uma 

grande redução obtendo uma área de 594.793 no tempo de 2,720 minutos 

(Figura 57). Isto significa que um grande número de moléculas de DPPH foram 

seqüestradas pelo padrão BHT, logo apresenta alta atividade antioxidante. 

Em todos os perfis cromatográficos após a reação com o DPPH, houve 

pequena diferença nos tempos de retenção apresentados antes e após da 

reação com o DPPH. Isso ocorre porque há possivelmente uma interação das 

substâncias presentes nas amostras com o radical DPPH.  

Com os resultados das áreas do pico do DPPH após a reação com os 

padrões calculou-se a porcentagem de atividade antioxidante (conforme item 

4.4.3 – Material e Método), os quais estão descritos na Tabela 11 em ordem 

decrescente de porcentagem de atividade antioxidante. 
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Tabela 11 – Atividade antioxidante dos padrões analisados por CLAE. 

Padrões fenólicos Tr Área Área% AA (%) 
Quercetina  2,650 213.782 4,88 95,36 

Ácido ascórbico 2,645 594.793 13,58 88,06 
BHT 2,720 726.190 16,58 87,10 

Ácido gálico 2,944 836.507 19,10 81,86 
Rutina 2,560 937.404 21,40 79,67 

Ácido salicílico 2,961 3.551.267 48,01 22,99 
Ácido benzóico 2,961 3.953.022 51,43 14,28 

Ácido ftálico 2,952 4.086.928 53,47 11,38 
Tr: tempo de retenção / Area %: área percentual / AA (%): porcentagem de atividade 

antioxidante. 

 

De acordo com a análise por CLAE, os padrões mais ativos foram a 

quercetina, o ácido ascórbico, o BHT, o ácido gálico e a rutina. Os padrões 

ácido benzóico, ácido ftálico e ácido salicílico não apresentaram atividade 

antioxidante. Estes resultados obtidos corroboram com aqueles obtidos a partir 

da análise espectrofotométrica (capítulo Resultados e Discussões – item 6.4 – 

página 59). 

A partir dos resultados obtidos dos padrões, as amostras foram 

submetidas à análise de atividade antioxidante por Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência. Com isso, a Figura 58 mostra o cromatograma do extrato 

aquoso antes e depois da reação com DPPH. 

 

 

Figura 58: Cromatograma 29, a 515 nm do extrato aquoso antes e depois da reação 

com DPPH.  

 

O pico do radical DPPH na presença do extrato aquoso apresentou uma 

redução intermediária obtendo uma área de 2.225.797 no tempo de 2,635 

minutos (Figura 58), logo o extrato aquoso apresenta atividade antioxidante. 
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A Figura 59 mostra o cromatograma do sobrenadante antes e depois da 

reação com DPPH. 

 

 

Figura 59: Cromatograma 30, a 515 nm do sobrenadante dos frutos de pitangueira 

antes e depois da reação com DPPH.  

 

O pico do radical DPPH na presença do sobrenadante apresentou uma 

pequena redução obtendo uma área de 3.902.575 no tempo de 2,709 minutos 

(Figura 59), logo apresenta baixa atividade antioxidante. 

A Figura 60 mostra o cromatograma da fração em acetato de etila antes 

e depois da reação com DPPH. 

 

 

Figura 60: Cromatograma 31, a 515 nm da fração em acetato de etila dos frutos de 

pitangueira antes e depois da reação com DPPH.  

 

O pico do radical DPPH na presença da fração em acetato de etila 

apresentou uma redução intermediária obtendo uma área de 1.670.922 no 

tempo de 2,613 minutos (Figura 60), logo esta fração possui atividade 

antioxidante. 
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A Figura 61 mostra o cromatograma da fração butanólica antes e depois 

da reação com DPPH. 

 

 

Figura 61: Cromatograma 32, a 515 nm da fração butanólica dos frutos de pitangueira 

antes e depois da reação com DPPH.  

 

O pico do radical DPPH na presença da fração butanólica apresentou 

uma redução intermediária obtendo uma área de 2.384.739 no tempo de 2,795 

minutos (Figura 61), logo esta fração apresenta atividade antioxidante. 

Com os resultados das áreas do pico do DPPH após a reação com as 

amostras calculou-se a porcentagem de atividade antioxidante, os quais estão 

descritos na Tabela 12 em ordem decrescente de porcentagem de atividade 

antioxidante. 

 

Tabela 12 - Atividade antioxidante do extrato aquoso, sobrenadante e frações dos 

frutos de pitangueira analisados por CLAE. 

 

 

De acordo com o método por CLAE, as amostras que apresentaram 

atividade antioxidante foram a fração em acetato de etila seguida do extrato 

aquoso (Tabela 12), portanto este dado corrobora, parcialmente com os 

Amostras Tr Área Área % AA (%) 

Acetato de etila 2,773 1.670.922 60,14 63,77 

Extrato aquoso  2,635 2.225.797 73,20 51,73 

Butanol  2,795 2.384.739 82,62 48,29 

Sobrenadante 2,709 3.902.575 86,25 15,38 
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resultados obtidos pelos métodos qualitativo e espectrofotométrico (capítulo 

Material e Método – item 6.3 e 6.4, respectivamente). 

Sabe-se que o método espectrofotométrico – colorimétrico não é 

aplicável a alimentos coloridos, devido à interferência de pigmentos, podendo 

dar um resultado falso positivo (Yamaguchi et al., 1998). Por isso, o método de 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência é um método recomendável, por 

possuir algumas vantagens como especificidade e sensibilidade (Odriozola-

Serrano et al., 2007). 

 

6.6 - Análise da atividade antioxidante pelo método do nitroprussiato de 

sódio (SNP). 

 

O experimento com o doador de óxido nítrico (NO), nitroprussiato de 

sódio (SNP) foi utilizado com o objetivo de verificar se a inibição da produção 

de NO, se deu por intermédio do seqüestro do NO produzido. 

A partir da curva padrão, obtiveram-se os resultados da análise de 

seqüestro de NO (Gráfico 5). 
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Gráfico 5: Seqüestro de NO doado por SNP 

 

Os padrões utilizados foram a quercetina e rutina, onde a rutina 

seqüestrou totalmente o óxido nítrico doado em todas as concentrações. 
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Foi possível observar no Gráfico 5 que nas duas menores concentrações 

todas as amostras seqüestraram totalmente o óxido nítrico doado pelo 

nitroprussiato de sódio. 

As amostras que obtiveram seqüestro total nas três concentrações foram 

o extrato aquoso, a fração em acetato de etila e a fração butanólica dos frutos 

de pitangueira. O sobrenadante dos frutos de pitangueira apresentou um menor 

seqüestro na maior concentração.  

 O perfil de atividade antioxidante pelo método do nitroprussiato de sódio 

foi diferente dos outros métodos analisados. Isto pode ser justificado porque os 

radicais livres utilizados para estas análises foram diferentes, sendo o óxido 

nítrico para a análise do nitroprussiato de sódio e o DPPH para as demais 

análises, por isso esses resultados não foram passíveis de comparação. 

 

6.7 - Determinação do Teor de Vitamina C (Ácido Ascórbico)  

 

6.7.1 - Método por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

 

O método titulométrico referido no Material e Métodos (item 4.5.2) não 

foi o indicado para realizar a análise de vitamina C para os frutos de pitangueira 

por apresentarem cor vermelha, a qual interfere na hora de verificar o ponto de 

viragem do incolor para o róseo. 

Diante desta problemática, a análise de vitamina C foi realizada apenas 

por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência.  

A Figura 62 mostra o cromatograma do perfil químico de vitamina C nos 

frutos de pitangueira. 

 



 

 

 

78

 

Figura 62: Cromatograma 33, perfil químico a 254 nm de vitamina C dos frutos de 

pitangueira avaliado por CLAE. 

 

 A partir deste cromatograma pode-se verificar que há presença de um 

pico com tempo de retenção em 5,408 minutos, com área de 196376 (25,55%). 

A Figura 63 mostra o cromatograma do perfil químico de vitamina C no 

sumo dos frutos de pitangueira. 

 

 

Figura 63: Cromatograma 34, perfil químico a 254 nm de vitamina C do sumo dos 

frutos de pitangueira avaliado por CLAE.  
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De acordo com a Figura 63 se pode verificar que há presença de um 

pico com tempo de retenção em 4,917 minutos, com área de 45272 (20,01%). 

A partir das áreas obtidas por CLAE do padrão ácido ascórbico em 

várias concentrações foi calculada a curva padrão para vitamina C. 

A partir da curva padrão de vitamina C, as áreas obtidas das amostras 

foram lançadas na curva padrão para obtenção da concentração de vitamina C 

em 100mL do fruto e sumo. 

Fruta toda Sumo
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50

100

150

m
g
/1
00
m
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Gráfico 6: Resultados obtidos de vitamina C nas amostras estudadas (n = 3). 

 

De acordo com o Gráfico 6, a fruta apresentou uma maior concentração 

de vitamina C (127,12 mg AA / 100 g) comparada ao sumo (78,16 mg AA / 100 

g). 

Lima e colaboradores (2000) detectaram um teor de vitamina C em 

pitangas avermelhadas de 72,80 mg / 100g, Mélo, Lima e Nascimento (2000) 

reportaram valores de vitamina C de 42,9 mg / 100g em frutos maduros, 

enquanto Villachica (1996) encontrou um teor de vitamina C de 14 mg / 100g. 

Em comparação com os resultados da literatura, a fruta e o sumo de 

pitangueira apresentaram um valor maior de vitamina C do que aqueles 

relatados em trabalhos anteriores. Isto pode ser explicado pelos diversos 

fatores que afetam a síntese e retenção do ácido ascórbico, tais como: 

variedade e fatores ambientais (Dib Taxi, 2001). 
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De acordo com a literatura, a pitanga não é considerada uma rica fonte 

de vitamina C, comparada às frutas ricas em ácido ascórbico, destacando-se a 

acerola com teor de 1.790 mg/100g de ácido ascórbico, seguida do caju, com 

suas variedades amarela e vermelha, a goiaba, a manga e as frutas cítricas 

(Oliveira, 2006). 

A diferença na concentração da vitamina C do sumo em comparação 

aos frutos pode ser em virtude da manipulação dos frutos para extração do 

sumo, gerando um maior contato dos frutos com o oxigênio, podendo levar a 

uma degradação da vitamina C. Logo, a forma de extração do sumo nos 

alimentos também pode interferir nos resultados de ácido ascórbico. 

 

6.8 - Determinação de Taninos e Fenóis Totais 

 

A tabela abaixo sumariza os resultados obtidos das análises de taninos 

hidrolisáveis e taninos condensados. 

 

Tabela 13 - Dados obtidos nas análises de taninos hidrolisáveis e taninos 

condensados dos frutos de pitangueira. 

 

 

 

 

Os taninos hidrolisáveis não foram detectáveis para estas amostras. 

Porém, para a família Myrtaceae esses taninos são encontrados principalmente 

nas espécies do gênero Eucalyptus sp (Mueller-Harvey, 2001). 

O tipo de extração pode ser um fator limitante para a observação do 

conteúdo fenólico das fontes vegetais (Agostini-Costa et al., 2003). Talvez, este 

fato possa ter influenciado na detecção dos taninos hidrolisáveis por estar 

diluídos (pequenas concentrações) na fruta. 

Com relação aos teores de fenóis totais nos frutos de pitangueira, a 

Tabela 14 mostra os resultados. 

 

Amostra 
Taninos 

Hidrolisáveis (%) 

Taninos 

Condensados (%) 

Pitanga Não detectados 0,02025 
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Tabela 14 - Dados obtidos na análise de fenóis totais dos frutos de pitangueira. 

 

O teor de fenóis totais encontrado nos frutos de pitangueira (74,76 

µg/ml) encontra-se abaixo do valor reportado por Lopes e colaboradores 

(2005), que foi de 80,32±3,37 mg ácido tânico/100g e por Guimarães et al. 

(1983), que foi de 122 mg/100g, para frutos provenientes do Estado de 

Pernambuco. 

Observa-se baixa concentração de fenóis totais nos frutos de 

pitangueira, que pode ser devido à metodologia de extração, que é um fator 

limitante para a observação do conteúdo fenólico das plantas (Agostini-Costa et 

al., 2003). 

Trabalhos na literatura relatam uma relação direta entre o conteúdo 

fenólico e a atividade antioxidante. Os polifenóis poliméricos são antioxidantes 

mais potentes do que os fenólicos monoméricos. Isto significa que os taninos 

condensados e hidrolisáveis possuem maior habilidade antioxidante (Moure et 

al., 2001). 

Portanto, a atividade antioxidante apresentada pelos frutos de 

pitangueira pode ser devido à presença de ácido ascórbico, devendo assim 

também, ser resultado das substâncias fenólicas presentes. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Amostras 
Fenóis Totais 

(µg/ml) 
Pitanga 74,76 
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7) RESUMO E CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho se avaliou o perfil químico dos frutos de pitangueira, a 

atividade antioxidante, o teor de vitamina C e de taninos e fenóis totais, o que 

em tese pode justificar seu uso como alimento funcional. A partir do 

sobrenadante (S), oriundo do extrato aquoso dos frutos de pitangueira 

originaram-se as seguintes frações: diclorometano (FD), acetato de etila (FA) e 

butanol (FB). O conhecimento do perfil químico do extrato, do sobrenadante e 

das frações possibilitou a quantificação dos flavonóides quercetina e rutina. De 

acordo com os resultados a fração em acetato de etila apresentou um maior 

potencial antioxidante. Para a análise do teor de vitamina C, a fruta apresentou 

uma maior concentração de vitamina C comparada ao sumo. Para a análise de 

taninos e fenóis totais não foram detectados taninos hidrolisáveis, e os teores 

de taninos condensados e fenóis totais apresentaram baixas concentrações. 

Sendo assim, este trabalho permitiu conhecer o perfil químico das substâncias 

polares dos frutos de pitangueira até então pouco estudadas e avaliar sua 

atividade antioxidante. As principais conclusões do estudo podem ser assim 

resumidas: 

O extrato aquoso, o sobrenadante e as frações foram submetidos à 

Cromatografia em Camada Delgada e Cromatografia Líquida de Alta Eficiência. 

A partir da co-cromatografia verificou-se a presença dos flavonóides quercetina 

e rutina nas frações em acetato de etila e butanólica nos frutos de pitangueira.  
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De acordo com a análise qualitativa de atividade antioxidante a fração 

em acetato de etila apresentou maior atividade antioxidante nas placas 

cromatográficas reveladas com DPPH. 

Para a análise espectrofotométrica de atividade antioxidante, as frações  

em acetato de etila e butanólica na concentração de 0,1mM apresentaram um 

percentual de atividade antioxidante maior que 80%, na concentração de 

0,6mM apenas a fração em acetato de etila apresentou atividade antioxidante. 

De acordo com o método por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência, 

as amostras que apresentaram atividade antioxidante foram a fração em 

acetato de etila seguida do extrato aquoso, portanto este dado corrobora 

parcialmente com os resultados obtidos pelos métodos qualitativo e 

espectrofotométrico. 

Pela análise da atividade antioxidante pelo método do nitroprussiato de 

sódio, as amostras que obtiveram seqüestro total nas três concentrações foram 

o extrato aquoso, a fração em acetato de etila e butanólica dos frutos de 

pitangueira. O perfil de atividade antioxidante por este método foi diferente dos 

outros métodos analisados porque o radical livre utilizado para esta análise foi 

diferente. 

 A concentração de vitamina C foi maior para os frutos comparada ao 

sumo dos frutos de pitangueira. Em comparação com os resultados da 

literatura, a fruta e o sumo apresentaram um valor maior de vitamina C. Isto 

pode ser explicado pelos diversos fatores que afetam a síntese e retenção do 

ácido ascórbico.  

Não foram detectados taninos hidrolisáveis nos frutos de pitangueira e 

os teores de taninos condensados e fenóis totais apresentaram baixas 

concentrações, ou seja, a capacidade antioxidante do extrato aquoso não está 

relacionada a esse fator somente. Portanto, a atividade antioxidante 

apresentada pode ser devido à presença de ácido ascórbico, devendo assim 

também, ser resultado das substâncias fenólicas presentes nos frutos de 

pitangueira. 
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