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RESUMO: Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg, Myrtaceae, é uma espécie nativa. 
As folhas são utilizadas na medicina popular. Os extratos hexânico e acetato de etila das folhas 
mostraram pouca variação na sua composição química em diferentes estações do ano associado 
com o desenvolvimento do vegetal, enquanto o extrato etanólico mostrou alteração significativa em 
relação à composição química. Todos os extratos etanólicos mostraram alta atividade antioxidante 
frente ao método DPPH e de moderada a alta para β-caroteno/ácido linoléico.

Unitermos: Campomanesia adamantium, guavira, guabiroba, sazonal

ABSTRACT: “The Influence of seasonal variation in levels of flavonoids and antioxidant 
activity of the leaves of Campomanesia adamantium”. Campomanesia adamantium (Cambess.) 
O. Berg, Myrtaceae, is a native species. The extracts of ethyl acetate and hexane showed little 
variation in their chemical composition at different seasons of the year associated with the 
development of the plant, while the ethanol extract showed significant change in relationship to 
chemical composition. All ethanol extracts showed high antioxidant activity against DPPH method 
and from moderate to high antioxidant activity for β-carotene/linoleic acid.
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INTRODUÇÃO

 O cerrado brasileiro é tido como fonte de recursos 
biológicos e potencialmente econômico e possui um grande 
número de espécies frutíferas, ornamentais e medicinais. 
As comunidades do Cerrado são consideradas complexas e 
as variações climáticas, caracterizadas pela distinção entre 
uma estação chuvosa (outubro a março) e outra seca (abril 
a setembro) representam a principal limitação do Cerrado, 
influenciando as estruturas das diversas espécies vegetais 
presentes (Pott & Pott, 1996).
 A espécie Campomanesia adamantium 
(Cambess.) O. Berg ocorre em fisionomias campestres de 
cerrado e em cerrado típico, sendo encontrada na região do 
Estado de São Paulo e Mato Grosso do Sul. É conhecida 
popularmente pelos nomes de guavira e guabiroba. As 
folhas são utilizadas na medicina popular para desarranjos 

estomacais e infecções do trato urinário (Piva, 2002). 
 Apesar de sua importância econômica e cultural, 
poucos são os estudos químicos encontrados com a espécie 
C. adamantium. Análise dos óleos essenciais das folhas, 
frutos e flores apresentou baixo rendimento com a presença 
de mono e sesquiterpenos (Vallilo et al., 2004; Vallilo et al., 
2006a,b; Coutinho et al., 2008). Coutinho (2008) estudou 
as folhas de C. adamantium, que mostraram-se ricas em 
flavanonas e chalconas. A literatura relata a correlação 
entre o consumo de frutas e vegetais e a redução do risco 
de doenças crônicas com relação aos compostos fenólicos 
(Wu et al., 2004; Vasco et al., 2008). 
 Este trabalho teve como objetivo a análise das 
folhas de C. adamantium visando uma comparação dos 
constituintes presentes nas folhas coletadas em diferentes 
épocas do ano e sua atividade antioxidante.
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MATERIAIS E MÉTODOS

Coleta e identificação do material

 As folhas de C. adamantium (Cambess.) O. Berg, 
Myrtaceae, foram coletadas no município de Bela-Vista, 
MS, a 180 metros de altitude segundo as coordenadas 
geográficas latitude 22º 06’ S e longitude 056º 33’ W, em 
diferentes estações do ano de 2007: verão (CaV) (quente 
e úmido), outono (CaO) (frio e seco) e primavera (Caip) 
(clima quente e seco). Nas estações verão e outono a planta 
encontra-se no estágio vegetativo, enquanto na primavera 
a planta encontra-se no estágio reprodutivo (Pott & Pott, 
1996). A espécie foi identificada por Marcos Sobral da 
UFMG e depositada no Herbário Mato Grosso do Sul-
HMS, Campo Grande, Brasil.

Preparação dos extratos

 Os extratos foram preparados a partir de 20 g 
de folhas trituradas em triturador de aço e submetidos à 
maceração com 200 mL dos solventes n-hexano, acetato 
de etila, etanol e metanol, seqüencialmente, em ordem 
crescente de polaridade, onde cada solvente permaneceu 
em contato com as folhas durante 48 h. Estas condições 
de extração foram previamente otimizadas pela análise por 
CLAE de dez amostras preparadas nas mesmas condições, 
as quais foram monitoradas em relação aos constituintes 
em análise a cada 12 h por um período de 96 h. 
 Foram obtidos os extratos hexânicos (Hex): 
CavHex (extrato hexânico das folhas de Campomanesia 
adamantium coletadas durante o verão), CaoHex (extrato 
hexânico das folhas de Campomanesia adamantium 
coletadas durante o outono) e CaipHex (extrato hexânico das 
folhas de Campomanesia adamantium coletadas durante a 
primavera), acetato de etila (AcOEt): CavAcOEt (extrato 
acetato de etila das folhas de Campomanesia adamantium 
coletadas durante o verão), CaoAcOEt (extrato acetato de 
etila das folhas de Campomanesia adamantium coletadas 
durante o outono) e CaipAcOEt (extrato acetato de etila das 
folhas de Campomanesia adamantium coletadas durante a 
primavera), etanólico (EtOH): CavEtOH (extrato etanólico 
das folhas de Campomanesia adamantium coletadas 
durante o verão), CaoEtOH (extrato etanólico das folhas de 
Campomanesia adamantium coletadas durante o outono), e 
CaipEtOH (extrato etanólico das folhas de Campomanesia 
adamantium coletadas durante a primavera), de diferentes 
épocas do ano.
 Durante o processo de solubilização dos extratos 
em metanol para obtenção das soluções estoque, verificou-
se que os extratos hexânicos obtidos em diferentes épocas 
do ano não dissolveram completamente. Nestes foram 
adicionadas porções de acetona e mantidos a temperatura 
de 4 °C e com isso houve a precipitação de substâncias 
insolúveis, como hidrocarbonetos de cadeia longa. Os 
precipitados obtidos foram separados dos sobrenadantes. 

Os sobrenadantes foram secos e dissolvidos em metanol 
para obtenção das soluções estoques dos extratos 
hexânicos. 

Análises por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 
com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD)
 Todas as amostras obtidas foram analisadas 
empregando-se um Cromatógrafo Líquido de Alta 
Eficiência, modelo: Varian 210, detector de arranjo de 
diodos (DAD), com varredura entre 200-800 nm. A coluna 
utilizada para as análises foi de fase reversa C-18 (25 cm x 
4,6 mm x 5 μm) e pré-coluna (2,5 cm x 3 mm) de mesma 
fase da coluna (Phenomenex). A eluição foi realizada 
com solventes de grau CLAE em sistema gradiente, nas 
seguintes condições cromatográficas: Iniciou-se com 40% 
de metanol, 50% de água e 10% de acetonitrila indo até 40 
min até atingir 80% de metanol, 10% de água e 10% de 
acetoniltrila e 20 min para voltar à condição inicial. Tempo 
de análise foi de 60 min. Vazão de fluxo da bomba de 1 mL 
min-1.
 As substâncias presentes nos extratos foram 
previamente isoladas de C. adamantium (Coutinho, 
2008). Essas substâncias foram repurificadas por CLAE 
analítico, através de cinco injeções de 0,1 mL partindo 
de uma solução estoque de 7 mg mL-1 obtendo-se 
pureza entre 90-94% [3,5,7,3’,4’,5’-pentaidroxiflavonol-
O-3-α-L-raminopiranosídeo (1) (90%, 0,3 mg), 
7-hidróxi-6-metil-5-metóxiflavanona (2) (92%, 0,7mg), 
5,7-diidróxi-6-metilflavanona (3) (93%, 0,7 mg), 5,7-
diidróxi-8-metilflavanona (4) (91%, 0,6 mg), 2’,4’-
diidroxi-6’-metóxichalcona (5) (92%, 0,7 mg), 5,7-
diidróxi-6,8-dimetilflavanona (6) (92%, 0,8 mg), 
2’,4’-diidróxi-3’,5’-dimetil-6’-metóxichalcona (7) (92%, 
0,7 mg)]. 
 As substâncias foram dissolvidas, separadamente, 
em metanol grau cromatográfico para preparação das 
soluções estoques e filtradas com ultrafiltro de 0,22 μm. 
Foram realizadas injeções de volumes variados da solução 
estoque de cada analito (2, 5, 10, 15 e 20 µL). Para cada 
analito foi obtido um cromatograma, deste foi retirada a área 
onde foi construída a curva analítica de área versus massa 
de cada substância. Através da análise de regressão linear 
foi possível estabelecer o coeficiente de correlação, bem 
como os coeficientes angular e linear para determinação da 
concentração destas substâncias nos extratos avaliados.

Ensaios de atividade antioxidante

 O ensaio de atividade antioxidante empregando 
o sistema β-caroteno/ácido linoléico foi realizado como 
descrito por Tepe et al. (2005) com algumas modificações 
e foi realizado nas seguintes amostras de todos os extratos 
obtidos da coleta sazonal. Uma solução estoque de 
β-caroteno e ácido linoléico foi preparada a partir de 0,5 
mg de β-caroteno dissolvido em 1 mL de clorofórmio e 
adicionado a 25 μL de ácido linoléico e 200 mg de Tween 
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20. O clorofórmio foi removido sobre nitrogênio líquido. 
A mistura resultante teve seu volume completado para 100 
mL de água milli-Q aerada. O teste foi realizado através 
da adição de 2,5 mL da mistura e 0,3 mL de amostra nas 
concentrações de 10-160 µg mL-1 e imediatamente a leitura 
foi realizada no tempo zero a 470 nm e 2h depois dos 
tubos permancerem incubados a 50 °C em banho-maria. O 
controle foi preparado substituindo a amostra pelo mesmo 
volume de metanol. Todos os ensaios foram realizados em 
triplicata. Como padrão foi utilizado BHT na concentração 
de 10-160 µg mL-1.
 A inibição da peroxidação foi calculada a partir 
da equação:

Inibição da peroxidação lipídica (%) = (conteúdo de 
β-caroteno depois de 2 h do ensaio/conteúdo inicial de 

β-caroteno) x 100.

 A determinação da atividade antioxidante 
empregando o radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila 
(DPPH) a 0,004%, foi baseada na habilidade de compostos 
fenólicos em doar um próton para o DPPH e formar 
estruturas de ressonância estáveis, estabilizando assim o 
radical livre. Este ensaio foi realizado de acordo com o 
método descrito por Blois (1958), nas amostras de todos os 
extratos obtidos da coleta sazonal, onde alíquotas de 1 mL 
de cada amostra nas concentrações de 10-160 μg mL-1 foram 
adicionadas a 2 mL da solução de DPPH e incubada na 
temperatura ambiente por 30 min. A leitura da absorvância 
de cada amostra foi realizada em espectrofotômetro a 
517 nm. O controle foi preparado substituindo a amostra 
pelo mesmo volume de metanol. Todos os ensaios foram 
realizados em triplicata. Como padrão foi utilizado a 
quercetina na concentração de 10-160 μg mL-1.
 O efeito “sequestro” de radical (%) foi calculado 
usando a seguinte equação:

Efeito “seqüestro” de radical (%) = (A0 – A) x 100/ A0

onde A0 é a absorvância do DPPH (controle) e A é a 
absorbância da amostra mais DPPH. Nos dois testes de 
atividade antioxidante foram calculados os valores da 
CI50.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

 As Figuras 1-3 mostram os perfis cromatográficos 
dos extratos hexânicos (CavHex, CaoHex e CaipHex), 
acetato de etila (CavAcOEt, CaoAcOEt e CaipAcOEt) 
e etanólico (CavEtOH, CaoEtOH e CaipEtOH), 
respectivamente, em 284 nm. Este comprimento de onda 
foi escolhido, tendo em vista que é o mais representativo da 
amostra, pois foi possível detectar todos os picos presentes 
do início ao fim do cromatograma. Primeiramente foram 
avaliados e comparados qualitativamente os perfis 
cromatográficos de cada extrato de mesma polaridade, 

mas em amostras coletadas em épocas diferentes, foram 
realizadas as quantificações das substâncias nessas mesmas 
amostras.
 Em relação às amostras obtidas dos extratos acetato 
de etila, foi possível observar que as amostras CavAcOEt, 
CaoAcOEt e CaipAcOEt são semelhantes (Figura 2), com 
exceção da ausência do pico 1 referente a 3,5,7,3’,4’,5’-
pentaidroxiflavonol-O-3-α-L-raminopiranosídeo (1) no 
extrato CaipAcOEt.
 As amostras CavHex, CaoHex e CaipHex 
mostraram perfis cromatográficos semelhantes em relação 
à presença das substâncias 2-7 (Figura 1). Estas mesmas 
substâncias foram detectadas nos extratos obtidos com o 
solvente acetato de etila (Figura 2). Como o acetato de etila é 
mais polar do que o hexano apresentou mais picos no início 
do cromatograma, indicando a presença de substâncias 
com características mais polares como a presença do pico 
1 referente a 3,5,7,3’,4’,5’-pentaidroxiflavonol-O-3-α-
L-raminopiranosídeo no extrato CavAcOEt e CaoAcOEt 
(Figura 2).
 Foi observado diferenças nos perfis 
cromatográficos dos extratos CavEtOH, CaoEtOH e 
CaipEtOH das folhas de C. adamantium coletadas em 
diferentes estações do ano. Na amostra CavEtOH, foi 
possível observar maior quantidade de picos do que nas 
amostras referentes ao outono e primavera (Figura 3). 
 Com base nestes dados foi possível observar que 
as amostras que se referem aos extratos hexânico e acetato 
de etila mostraram pouca variação na sua composição 
química em diferentes estações do ano associado com o 
desenvolvimento do vegetal, enquanto o extrato etanólico 
mostrou alteração significativa em relação à composição 
química, indicando que as substâncias que compõem os 
mesmos são alteradas de acordo com a variação sazonal e 
desenvolvimento do vegetal. 
 As curvas analíticas das substancias quantificadas 
foram preparadas pelo método de padrão externo e 
apresentaram r≥0,998 indicando um bom coeficiente de 
correlação entre as concentrações analisadas. A Figura 4 
mostra os teores totais dessas substâncias nas amostras 
coletadas no verão, primavera e outono, independente do 
teor obtido em cada extrato.
 A substância 7 mostrou maior teor em todas as 
amostras. A coleta da primavera mostrou maior teor de 
flavanonas (2, 3, 4 e 6) e chalconas (5, 7). 
 A Figura 5 mostra o efeito “seqüestro” de radical 
nas amostras coletadas em diferentes estações do ano. As 
amostras CavHex e CaoHex mostraram baixa atividade 
antioxidante com percentual médio de 38,30% com 
diminuição para 19,15% da amostra CaipHex, enquanto 
as amostras CavAcOEt, CaoAcOEt e CaipAcOEt 
apresentaram alta atividade antioxidante com valores de 
atividades de 90,74% e 92,07% para as amostras CavAcOEt 
e CaoAcOEt, respectivamente, e com redução para 61,57 
% para a amostra CaipAcOEt. Esta diferença na atividade 
entre os extratos AcOEt pode ser atribuída a presença de 
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o primeiro afetado pela composição da doação de átomos 
de hidrogênio (DPPH) e o segundo pelo “seqüestro” de 
oxigênio (peroxidação do ácido linoléico) (Sultana et al., 
2007).
 O aumento no teor de chalconas pode estar 
associado a estratégia biossíntética para formação de 
flavanonas (Dewick, 2005; Scröder et al., 1998) durante o 
período da primavera. Assim como, estudos mostraram que 
a alteração de fotoperíodos durante as diferentes estações 
do ano pode interferir na produção dos metabólitos 
secundários dos vegetais como uma estratégia de defesa 
da planta (Harbone, 1994), principalmente os compostos 
fenólicos que são agentes de defesa contra vários tipos de 
estresse causados por patógenos ou condições ambientais 
adversas (Treutter, 2001). 
 Através do monitoramento da variação da 
composição química associada a fatores ambientais e 
fenológicos na espécie C. adamantium no presente estudo 
pode-se inferir que o aumento da disponibilidade hídrica 
na fenofase pós-frutificação aumentou o teor de flavonóide 
glicosado e diminuiu o teor de flavonóides agliconas. 
Conseqüentemente após o período de estiagem e geada, 
durante o inverno, a planta entrou em senescência, 
fenômeno observado através da perda das folhas, após 
este período no início da primavera foi possível verificar 
a formação de folhas e aumento da temperatura, onde foi 
possível observar através das análises de CLAE (Figura 
4) um aumento no teor de flavanonas e chalconas. Este 
aumento pode estar relacionado ao acúmulo de flavonóides 
na superfície da folha como proteção aos raios UV e/ ou 
mesmo como defesa a insetos, tais como os estudos de 

1 e de outros flavonóides no início do cromatograma no 
tempo de retenção de 2-10 min das amostras CavAcOEt e 
CaoAcOEt, e ausência destas em CaipAcOEt. 
 Nos resultados obtidos através do ensaio da 
inibição da peroxidação lipídica (Figura 5) mostram que a 
amostra CaipHex apresentou maior atividade antioxidante 
(71,65%) a 160 μg mL-1 do que CavHex (34,64%) e 
CaoHex (43,27%) na mesma concentração, embora esses 
últimos mostraram maior atividade antioxidante no método 
β-caroteno/ácido linoléico do que o método do DPPH. A 
amostra CaoAcOEt mostrou maior percentual de atividade 
antioxidante (88,61%), seguida da amostra CavAcOEt 
(64,72%) e CaipAcOEt (53,23%). Assim, como observado 
para o método do DPPH, esta diferença na atividade pode 
ser atribuída a presença de 1 nas amostras CaoAcOEt e 
CavAcOEt, pois estudo da inibição da peroxidação lipídica 
de 1 mostrou que esta substância é um agente antioxidante 
com CI50 de 220 μg mL-1 (Hayder et al., 2008). As amostras 
CaoEtOH (79,69%) e CavEtOH (53,73%) mostraram 
menores valores de atividade antioxidante do que as 
amostras do extrato acetato de etila. 
 Em relação aos extratos hexânicos a amostra 
CaipHex mostrou maior atividade antioxidante frente ao 
método β-caroteno/ácido linoléico do que as amostras 
CavHex e CaoHex, porém o oposto foi observado para 
o método do DPPH, no qual a atividade antioxidante 
diminuiu (CaipHex<CavHex< CaoHex).
 Os dois ensaios de atividade antioxidante 
mostraram moderada correlação entre eles, onde o ensaio 
do DPPH apresentou maior percentual de inibição do 
que o ensaio da inibição da peroxidação lipídica, sendo 

Figura 1. Perfil cromatográfico representativo dos extratos acetato de etila das folhas de Campomanesia adamantium coletadas 
durante o verão (CavAcOEt), coletadas durante o outono (CaoAcOEt) e coletadas durante a primavera (CaipAcOEt) (λ=284 nm).
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Figura 2. Perfil cromatográfico representativo dos extratos hexânicos das folhas de Campomanesia adamantium coletadas 
durante o verão (CavHex), coletadas durante o outono (CaoHex) e coletadas durante a primavera (CaipHex) (λ=284 nm).

Figura 3. Perfil cromatográfico representativo dos extratos etanólicos das folhas de Campomanesia adamantium coletadas 
durante o verão (CavEtOH), coletadas durante o outono (CaoEtOH) e coletadas durante a primavera (CaipEtOH) (λ=284 nm).
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Figura 4. Teores (mg g-1) das substâncias monitoradas 
em diferentes estações em Campomanesia adamantium.

Figura 5. Concentração inibitória (CI50) das amostras no método 
efeito “sequestro” de radical e inibição da peroxidação lipídica. 

Mimulus aurantiacus (Simmonds, 2003).
 A partir dos resultados obtidos pode se concluir 
que a alteração na composição química das folhas de C. 
adamantium em diferentes estações do ano pode estar 
influenciando no aumento ou descréscimo da atividade 
antioxidante.
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