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BARACHO, Rosangela Dantas et al. Avaliação do banco de extratos de 
plantas medicinais da Fiocruz – Farmanguinhos para prática complementar 
no enfrentamento dos sintomas do coronavírus (COVID-19): ensaio 
antioxidante.
Nos últimos tempos, tem-se notado que houve um aumento no interesse por 
plantas medicinais que apresentam propriedades antioxidantes. A absorção 
diária de substâncias antioxidantes pode gerar uma ação protetora efetiva contra 
espécies reativas de oxigênio (ROS) produzidas nas células por diversos estímulos 
fisiológicos e ambientais. A literatura cita que que certos medicamentos fitoterápicos 
ricos e compostos fenólicos podem melhorar substancialmente os sintomas leves 
a graves do COVID-19, além de reduzir a mortalidade. Portanto, a avaliação da 
ação antioxidante pode ser primordial para dar uma direção mais eficiente nos 
estudos experimentais de uma planta medicinal. Os principais constituintes 
da dieta alimentar com alta capacidade anti-inflamatória e antioxidante são as 
vitaminas C e E, os carotenoides e polifenóis. Diante do exposto, este trabalho 
tem como principal objetivo avaliar, preliminarmente, a atividade antioxidante e 
a concentração efetiva necessária para sequestrar 50% dos radicais DPPH da 
solução (CI50) e determinar a concentração de substâncias fenólicos e flavonoides 
foliares das frações oriundas dos extratos brutos etanoicos individuais de folhas 
secas e moídas de Vernonia amygdalina (Delile) Sch.Bip. ex Walp, Cecropia 
pachystachya Trécul e Eugenia florida DC. O extrato bruto e a fração acetato de 
etila (47%) de Cecropia pachystachya (56%); a fração acetato de etila (35%) e 
butanol (38%) de Eugenia florida e as frações hexano (18 %) e acetato de etila 
(28 %) de Vernonia amygdalina apresentaram os maiores teores de fenólicos. A 
grande quantidade de teores de flavonoides em algumas frações pode explicar a 
alta concentração de fenólicos totais encontrado nas frações hexano e acetato de 
etila de Vernonia amygdalina e Cecropia pachystachya e na fração acetato de etila 
de Eugenia florida. A capacidade do agente antioxidante de sequestrar 50% dos 
radicais livres DPPH presentes na solução (CI50) em Cecropia pachystachya foi 
maior na fração acetato de etila (2,51 mg/ mL), no extrato etanólico (3,80 mg/ mL) 
e na fração hexano (5,42 mg/ mL). Já na fração butanol houve uma diminuição da 
capacidade antioxidante (23,04 mg/ mL). Vale ressaltar que a fração acetato de etila 
de Cecropia pachystachya apresentou a o maior de teor de flavonóides (8,80%). 
Já a CI50 de Vernonia amygdalina foi maior na fração hexano e diclorometano 
ambas com 14,99 mg/ mL do que no extrato bruto etanólico (27,25 mg/ mL) e 
fração butanol (CI50 = 22,48 mg/ mL).
PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais. Atividades antioxidante. Polifenolicos, 
CI50.
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BARACHO, Rosangela Dantas et al. Assessment of the total antioxidant and 
phenolic activity of plants from the Fiocruz – Farmanguinhos medicinal plant 
extract bank for complementary practice in coping with the symptoms of 
Coronavirus (COVID-19).
Recent times, it has been noted that there has been an increase in interest in 
medicinal plants that have antioxidant properties. The daily absorption of antioxidant 
substances can generate an effective protective action against reactive oxygen 
species (ROS) produced in cells by various physiological and environmental 
stimuli. The literature cites that certain herbal medicines rich in phenolic compounds 
can substantially improve mild to severe symptoms of COVID – 19, in addition 
to reducing mortality a medicinal plant. The main constituents of the diet with 
high anti-inflammatory and antioxidant capacity are vitamins C, carotenoids and 
polyphenols. In view of the above, the main objective of this work is to preliminarily 
evaluate the antioxidant activity and the effective concentration necessary to 
sequester 50% of the DPPH radicals from the solution (IC50) and to determine the 
concentration of phenolic substances and foliar flavonoids in the fractions from the 
crude extracts individual ethanolic compounds from dries and ground leaves of 
Vernonia amygdalina (Delile) Sch. Beep. Ex Walp, Cecropia pachystachya Trécul 
and Eugenia florida DC. The crude extract and the ethyl acetate fraction (47%) 
of Cecropia pachystachya (56 %), the ethyl acetate fraction (35%) and butanol 
(38%) of Eugenia florida and the hexane (18%) and ethyl acetate (28%) fractions 
of Vernonia amygdalina showed the highest phenolic contents. The large amount 
of flavonoid contents in some fractions may explain the high concentration of total 
phenolics found in the hexane and ethyl acetate fractions of Vernonia amygdalina 
and Cecropia pachystachya and in the ethyl acetate fraction of Eugenia florida. 
The capacity of antioxidant agent to sequester 50 % of DPPH free radicals present 
in the solution (IC50) in Cecropia pachystachya was higher in the ethyl acetate 
fraction (2.51 mg/ mL), in the ethanolic extract (3.80 mg/ mL) and in the hexane 
fraction (5.42 mg/ mL). In the butanol fraction, however, there was a decrease 
in the antioxidant capacity (23.04 mg/ mL). In the hexane and dichloromethane 
fraction both with 14.99 mg/mL than in the crude ethanolic extract (27.25 mg/ mL) 
and butanol fraction (IC50 =22.48 mg/mL). 
KEYWORDS: Medicinal plants. Antioxidant activities. Polyphenols, IC50.
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1Lista de abreviaturas e siglas 

Lista de abreviaturas e siglas 

SARS-CoV-2 Síndrome Respiratória Aguda Grave
OMS Organização Mundial de Saúde
ANVISA Agência Nacional de Vigilância Sanitária
DPOC Doença pulmonar obstrutiva crônica
ECA2 Enzima conversora de angiotensina 2
PNPMF Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos
TMPRSS2 Serina protease transmembranar 2
TNF-α Fator de necrose tumoral alfa
PCT Procalcitonina
VHS Velocidade de hemossedimentação
IL-6 Interleucina-6
PCR Proteína C reativa
CV Coeficiente de Variação
DPPH 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
DCM Diclorometano
nM Nanomolar
µM Micromolar
HCl Ácido clorídrico
TFT Teor de flavonóides totais
TFeT Teor de fenólicos totais
UV-VIS Ultravioleta / visível
D.P Desvio Padrão
Conc. Concentração
Abs Absorbância

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/severe-acute-respiratory-syndrome


21- Introdução

1- Introdução
A população mundial já enfrentou várias pandemias de origens bacterianas e virais e, 

estas foram responsáveis por milhões de óbitos em todo o planeta, contudo, é o COVID-19 
o grande astro da atualidade (NEUMAN et al., 2011). O aparecimento do novo SARS-CoV2, 
em dezembro de 2019, causou um impacto sem precedentes em todo o mundo. Apesar 
da maioria das mortes, provocadas pelo COVID-19, ocorram entre idosos e pessoas com 
comorbidades crônicas, observou-se que este infortúnio ocorreu em todas as idades e 
condições de saúde (NEUMAN et al., 2011).

A classe de beta coronavírus correspondem uma família (Família: Coronaviridae) 
de vírus grandes variando de 80 a 120 nm de diâmetro, com o RNA não segmentados, 
com fita simples de sentido positivo que circulam em animais, incluindo morcegos, gatos, 
cães, camelos, entre outros (NEUMAN et al., 2011). A membrana viral é cravejada com 
picos de glicoproteínas que dão aos coronavírus aparência de coroa. A classe de beta 
coronavírus inclui o vírus da síndrome respiratória aguda grave (SARS e o SARS-CoV), o 
vírus da síndrome respiratória do Oriente Médio (MERS e MERS-CoV) e o agente causador 
do COVID-19 (SARS-CoV-2). O beta coronavírus codifica várias proteínas estruturais, 
incluindo a proteína glicosilada (S) que funciona como um grande indutor de respostas 
imunes do hospedeiro, além da serina- protease produzida pela célula hospedeira 
TMPRSS21 (TAVARES et al., 2020). A glicoproteína S é responsável pela ligação do vírus 
ao seu receptor celular e pela promoção da fusão do envelope viral com a membrana 
celular, imprescindível para a penetração viral na célula hospedeira (TAVARES et al., 2020; 
REGIS et al., 2020; NEUMAN et al., 2011). O receptor para a glicoproteína estrutural S é 
a enzima chamada de ECA2. A ECA2 age como um receptor para a proteína estrutural 
S (espícula) do SARS-CoV-2, através da qual o vírus ganha acesso à célula hospedeira. 
Esse mecanismo envolve a interação da glicoproteína S viral com o domínio extracelular 
da ECA2, desencadeando mudanças conformacionais que desestabilizam a membrana 
celular, propiciando a internalização do SARS-CoV-2 e da ECA2, a replicação viral, e a 
transmissão célula a célula (TAVARES et al., 2020; REGIS et al., 2020).

No envelhecimento ocorre a redução da expressão da ECA2 nos pulmões. Durante 
o decaimento da expressão da ECA2 tecidual com o envelhecimento, pacientes idosos 
apresentam maior gravidade de danos pulmonares e maior taxa de letalidade por COVID-19, 
quando comparados com indivíduos jovens. Uma hipótese proposta (TAVARES et al., 2020; 
REGIS et al., 2020) para explicar essa aparente incoerência entre idade avançada, nível de 
ECA2 tecidual e a gravidade de infecção pelo SARS-CoV-2 é a de que pessoas mais jovens, 
com maior expressão de ECA2, sejam as mais predispostas a terem a infecção, ao passo 
que indivíduos idosos, com menor expressão de ECA2, possam apresentar quadros mais 
graves ao serem infectados, devido ao aumento dos efeitos mediados pela angiotensina 2 
(Ang II). Pesquisadores respaldam esta hipótese pelo fato de que são observados a redução 
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da expressão de ECA2 tecidual, maior ativação de vias de sinalização pró-inflamatórias 
decorrentes da hiperatividade da via ECA/Ang II, com o envelhecimento. Aliados a esta 
hipótese evidências amplas do papel protetor conferido pela ECA2 contra a insuficiência 
pulmonar e a existência de relação causal entre a via da ECA/Ang II e SARS, estabelecida 
em modelos animais (TAVARES et al., 2020; REGIS et al., 2020). 

A pandemia COVID-19 permitiu a união da comunidade científica internacional 
e concomitante estudo participativo na busca de respostas em termos de terapêutica e 
vacinas para controlar o novo coronavírus (SARS-CoV-2). Infelizmente, vidas foram 
ceifadas e a pandemia devastou economias em todo o mundo (CASTRO, 2021 AMAZONAS 
& FIGUEIREDO, 2021; LIU et al., 2021). Os programas de vacinação continuam sendo 
uma importante abordagem de equidade para a segurança da população (FABREAU et al., 
2022) uma vez que o surgimento e a rápida disseminação de várias variantes do SARS-
CoV-2 e a perspectivas de surgimento de novos vírus podem se tornar reais (FABREAU 
et al., 2022; DAMLE, DAMLE, BHARATH, 2022; SANDERS et al., 2020; LIU et al., 2020). 
A pandemia nos mostrou que não é possível continuarmos agredindo irresponsavelmente 
o meio ambiente (CASTRO, 2021 AMAZONAS & FIGUEIREDO, 2021; LIU et al., 2021). 

Pesquisas clínicas também sugerem que as respostas inflamatórias estão 
desempenhando cada vez mais um papel crítico na progressão do COVID-19 (DAMLE, 
DAMLE, BHARATH, 2022; SANDERS et al., 2022). As observações clínicas relataram 
alguns marcadores inflamatórios, que certamente auxiliam no rastreamento e mensuração 
da gravidade e letalidade da doença. Marcadores inflamatórios como a procalcitonina 
(PCT), ferritina sérica, velocidade de hemossedimentação (VHS), proteína C reativa (PCR) 
e interleucina-6 (IL-6) têm sido relatados como, associados aos altos riscos de aumento 
letalidade e infectividade do COVID- 19 (DAMLE, DAMLE, BHARATH, 2022). Portanto, é 
imperativo a busca por tratamentos alternativos, com alta capacidade anti-inflamatória e 
antioxidante, que agenciem o fortalecimento do sistema imunológico e, consequentemente, 
possibilitem as reduções de infecções virais.

O uso de compostos de ocorrência natural e a busca por moléculas bioativas 
têm grande importância no acréscimo de novos produtos farmacêuticos (AMAZONAS & 
FIGUEIREDO, 2021; NUNES et al, 2015 AGRA; et al, 2008). Muitas revisões científicas 
mostram que resultados positivos são obtidos com o uso de medicamentos fitoterápicos 
quando usados sozinhos ou combinados com medicamentos padrão para o tratamento 
de pacientes infectados com COVID-19 (MATHAI et al., 2022). Luo e colaboradores 
(2020) relataram que certos medicamentos fitoterápicos (Ephedrae sp, Gypsum fibrosum, 
Glycyrrhizae sp., Asteris sp., Ginseng sp., Codonopsis sp., Atractylodis sp., entre outras) 
e medicamentos patenteados chineseses podem melhorar substancialmente os sintomas 
leves a graves, além de reduzir a mortalidade. Esses medicamentos revelaram efeitos 
antivirais, antioxidantes, anti-inflamatórios e aumento da imunidade, tornando-os uma 
excelente opção de tratamento para o COVID-19 (MATHAI et al., 2022; LUO et al., 2020).
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Em 2020, Benarba e Pandiella sugeriram que os produtos naturais possam ser 
usados isoladamente ou em combinação como medicamentos alternativos para tratar/ 
prevenir a infecção por COVID-19. Eles descreveram que a aplicação de produtos 
bioativos naturalmente disponíveis como extratos de ervas e seus componentes isolados 
podem produzir ações anti-COVID inibindo diretamente a replicação ou entrada do vírus. 
(BENARBA & PANDIELLA, 2020). Eles (BENARBA & PANDIELLA, 2020) demonstraram 
que alguns componentes inibem o receptor ACE-2 ou a serina protease TMPRRS2, ambos 
necessários para que o SARS-CoV-2 infecte células humanas. A literatura cita que extratos 
de produtos naturais podem inibir certas proteínas, como proteases semelhantes papaína 
e semelhantes à quimotripsina envolvidas no ciclo de vida do vírus SARS-CoV-2 (MATHAI 
et al., 2022; BENARBA & PANDIELLA, 2020).

Damle, Damle e BR (2022) realizaram ensaios clínicos contra SARS-CoV-2 utilizando 
a curcumina e o extrato de ashwagandha. Este estudo verificou aumento da imunidade 
contra SARS-CoV-2. Eles avaliaram também, a atividade anti-SARS-CoV-2 dos extratos 
etanólicos de Zanthoxylum piperitum(E1), Withania somnifera (E2), Calophyllum inophyllum 
(E3), Andrographis paniculata (E4) e Centella asiatica (E5). Eles observaram, in vitro, que 
os extratos E4, E5 e E2 foram promissores (LATHA et al., 2022). Eles misturaram os extratos 
E4, E5 e E2 em igual proporção resultando na formulação ATRICOV 4. Esta formulação 
foi avaliada quanto à toxicidade aguda e subcrônicaa COVID-19 e considerada segura a 
2000 mg/kg de peso corporal (LATHA et al., 2022). Em seguida eles realizaram ensaios 
clínicos de fase 1 (24 voluntários saudáveis) e fase 2 (100 pacientes com COVID-19) para 
avaliar a segurança e o potencial do ATRICOV 452 para melhorar o nível de marcadores 
inflamatórios específicos de COVID-19. O ATRICOV 452 foi considerado seguro nas fases 
1 e 2. No estudo de fase 2, o ATRICOV 452 foi eficaz na dose de 1 mg, três vezes ao dia 
(DAMLE, DAMLE, BHARATH, 2022).

A avaliação da ação antioxidante pode ser primordial para dar uma direção mais 
eficiente nos estudos experimentais de uma planta medicinal (NUNES et al, 2015). 
Os principais constituintes da dieta alimentar com alta capacidade anti-inflamatória e 
antioxidante são as vitaminas C e E, os carotenoides e polifenóis (IDDIR et al., 2020; 
SILVA et al., 2020). As substâncias fenólicas possuem uma grande diversidade estrutural 
com aproximadamente 10.000 compostos, sendo que alguns são solúveis apenas em 
solventes orgânicos, em água e há ainda aqueles que são grandes polímeros insolúveis 
(KHODDAMI et al., 2013). As plantas usam esses compostos para biossíntese de lignina e 
pigmento, proteção contra organismos invasores (herbívoros, nematoides, insetos fitófagos, 
patógenos fúngicos e bacterianos), crescimento, reprodução e para muitas outras funções 
importantes (BASTOLA et al., 2017). Eles são constituintes da dieta humana devido à sua 
ampla gama de propriedades fisiológicas, como efeitos antialérgicos, antiarterogênicos, 
anti-inflamatórios, antimicrobianos, antioxidantes, antitrombóticos, cardioprotetores, 
vasodilatadores e antivirais (BASTOLA et al., 2017). 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/curcumin
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/calophyllum
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As substâncias fenólicas são classificadas em fenóis simples (ácidos fenólicos) ou 
em polifenóis (flavonoides, taninos), conforme o número de unidades de fenol na estrutura. 
Os ácidos fenólicos consistem em dois subgrupos, os ácidos hidroxibenzóicos e os ácidos 
hidroxicinâmicos (SAVI, 2015). A maior parte das substâncias fenólicas não é encontrada 
no estado livre na natureza, mas na forma de ésteres ou de heterosídeos sendo, portanto, 
solúveis em água e em solventes orgânicos polares, porém não são muito reativos 
quimicamente. Estes compostos, possuem em geral características ácidas, e podem ser 
isolados através da sua solubilidade em soluções fracamente básicas (CARVALHO et al., 
2004). 

A grande quantidade de flavonóides em algumas frações pode explicar a alta 
concentração de fenólicos totais encontrado nas frações hexano e acetato de etila de V. 
amygdalina e C. pachystachya e na fração acetato de etila de Eugenia florida. Os flavonóides 
e os demais compostos fenólicos presentes nos vegetais são boa fonte de eliminações de 
radicais livres e podem ter contribuído para ação antioxidante observada em V. amygdalina, 
C. pachystachya e E. florida. A atividade antioxidante de um flavonóide depende fortemente 
de sua estrutura química (AMIC et al., 2007). Esta atividade é influenciada pelo número 
e posição de grupos hidroxilas nos anéis B e A, e pela extensão da conjugação entre os 
anéis B e C. 

Os flavonóides são compostos polifenólicos de ocorrência natural caracterizados 
por modificações no anel central que levam à diferenciação em subclasses distintas (BHATI 
et al., 2021; COUTINHO et al., 2009), tais como: chalconas, flavanonas, flavonóis, flavonas, 
flavonóis, isoflavonas, flavan-3- ols e antocianidinas (Figura 1). Eles são metabólitos 
secundários biossintetizados a partir da fenilalanina do ácido acético, (HUBER & 
RODRIGUEZ-AMAYA, 2008) sendo o ácido chiquímico o precursor da fenilalanina (KARAM 
et al., 2013). 

A distribuição dos flavonóides no reino vegetal depende da família, gênero e da 
espécie, por exemplo, flavonóides encontrados nas folhas podem apresentar diferenças 
estruturais daqueles presentes nas flores, galhos, raízes e frutos. Assim, em uma mesma 
planta os flavonóides podem ser encontrados em diferentes quantidades dependendo 
dos órgãos vegetais (MACHADO et al., 2008). Fatores naturais como raios ultravioleta, 
a radiação solar, estações de chuva ou seca, alguns nutrientes e estações do ano 
também influenciam no metabolismo e na produção dos mais diversificados flavonoides 
(MACHADO, 2005). O mesmo composto pode ainda apresentar diferentes concentrações 
dependendo do órgão vegetal em que se encontra, influenciadas por diversos fatores 
naturais como radiação solar, raios UV, estações do ano e ainda outros fatores como 
poluentes que podem alterar o metabolismo da planta (NAGULA et al., 2019). Na natureza, 
podemos categorizar compostos polifenólicos em classes diferentes de compostos naturais 
com base no número dos anéis fenólicos presentes nele (TUNASAMY, SURYADEVARA, 
ATHIMOOLAM, 2019; PATEL et al., 2018; MARÇO et al., 2008). Estudos epidemiológicos 
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mostram que uma dieta rica nestes compostos está associada ao baixo risco de doenças 
cardiovasculares e algumas formas de câncer, além de diversos relatos como tendo 
atividade antibacteriano, anti-inflamatória, antialérgica, antitrombótica, vasodilatadora e 
antiviral, (MARÇO et al., 2008). Diversos fatores (quantidade e tipo de solvente, razão 
soluto/ solvente, agitação entre outros) podem influenciar no teor de compostos fenólicos 
(TCF) e atividade antioxidante (AA) dos extratos vegetais. Quanto ao parâmetro de 
temperatura, seu aumento melhora a solubilidade de compostos fenólicos no solvente e, por 
consequência, proporciona maior eficiência na extração. No entanto, deve-se estabelecer 
a melhor temperatura de extração, conhecendo as características da matriz utilizada, pois 
tempo e temperaturas elevadas podem favorecer a degradação e alteração da qualidade 
de alguns componentes de forma irreversível (SHARMA et al., 2015). Tabaraki, Heidarizadi 
e Benvidi (2012) relataram que extrações de matrizes vegetais realizadas em temperaturas 
entre 52°C a 67°C podem aumentar a porosidade no tecido da parede celular. Assim a 
permeabilidade do solvente é facilitada, permitindo hidrólise dos compostos fenólicos 
ligados a proteínas ou polissacarídeos, liberando o conteúdo intracelular de forma eficiente 
e consequentemente melhorando o processo de extração destes compostos (RODRIGUES 
et al., 2015; DAMIANI et al., 2014; NISHIYAMA et al., 2010; CACACE; MAZZA, 2002). Já 
Turkmen, Sari & Velioglu (2006) comparou os solventes utilizados nas extrações (aquoso, 
hidroalcoólico e alcoólico), sendo que melhores resultados foram obtidos utilizando 
solventes hidroalcoólicos. Eles verificaram que as extrações hidroalcóolicas foram mais 
seletivas por grupos de característica mais polar, favorecendo a extração de compostos 
como quercetina e canferol (KARABEGOVI et al., 2014).

Os anéis aromáticos dos flavonoides são formados a partir dessa via biossintética 
mista, onde através de reações de condensação, auxiliadas por enzimas, três moléculas 
de malonil coenzima A (CoA). As unidades vindas da via do acetato dão origem ao anel 
A, enquanto a unidade vinda da via do chiquimato dá origem ao anel B e aos três átomos 
de carbono que se conectam aos A e B formam o anel C. Portanto, composição básica 
dos flavonóides é constituída por um núcleo principal, com 15 átomos de carbono (C15) 
organizado em três anéis (C6-C3-C6), sendo dois anéis fenólicos substituídos (DORNAS 
et al., 2007). A ciclização que resulta no desenvolvimento do anel A produz a chalcona que 
se equilibra com a flavonona correspondente (Figura 1). 
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Figura 1 Esqueleto básico de flavonóides

Fonte: Adaptado de COUTINHO et al., 2009

A quercetina (Figura 2) apresenta atividade viricida, juntamente com outros 
flavonóides (apigenina pelargonidina, procianidina) contra o vírus da influenza tipo 3 e vírus 
herpes simplex. A quercetina promoveu a redução da infectividade e a replicação intracelular 
do vírus Herpes Simplex tipo 1 (HSV-I), poliovírus tipo 1, vírus sincicial, a infectividade dos 
coronavírus humanos e bovinos, OC43 e NCDCV, em 50% a uma concentração de 60 μg/ 
mL, respectivamente. O kaempferol (Figura 2) reduziu a replicação do vírus NCDCV em 
65% a uma concentração de 10 μg/ mL e em 50% em OC43 (BHATI et al., 2021; RUSSO 
et al., 2020).

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/kaempferol
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Figura 2 Exemplos de flavonóides com atividade anti-inflamatória

Fonte: Adaptada de COUTINHO et al., 2009

O coronavírus bovino, BCV, também foi sensível a uma mistura de teaflavinas do 
chá preto (teaflavina, teaflavina-3-monogalato, teaflavina-3’-monogalato e teaflavina-3,3’ 
digalato) com uma EC50 média de 34,7 μg/ mL em ensaios de infecciosidade na linha 
celular HRT-18 (BHATI et al., 2021; RUSSO et al., 2020). A quercetina 7-ramnosídeo 
inibiu a replicação de vírus da diarreia epidêmica porcina (PEDV) em células Vero (uma 
linhagem de células usadas em culturas de células. A linhagem Vero foi isolada de células 
epiteliais renais extraídas de um macaco verde africano) com um CI50 de 0,014 μg/ mL e um 
CE50 (concentração de citotoxicidade 50%) de 100 μg/ mL. Outros flavonoides, incluindo 
quercetina, apigenina, luteolina, catequina, também, mostraram atividade anti-PEDV 
significativa, mas com valores de CI50 de dez (apigenina) a oitocentas vezes (catequina) 
maiores que a quercetina 7-ramnosídeo indicando a importância do O-grupos funcionais 
dihidroxi em C-3’ e C-4’ e o ramnosídeo na posição 7 (Figura 3); (BHATI et al., 2021). 

A literatura (COUTINHO et al., 2009) cita, também, a existência de outros fatores 
estruturais (Figura 3) importantes para atividade anti-inflamatória de flavonoides, são 
eles: a insaturação no anel C (posições 2-3), a carbonila em C-4 (Anel C), além do 
número e a posição de grupamentos hidroxilas (por exemplo: padrão catecol no anel B 
do flavonóide, ou seja, anel 3’,4’-di-hidroxilado). Alguns pesquisadores observaram em 
estudo comparativo entre pares glicosídeo/ aglicona que a adição de resíduos de açúcar 
reduz significativamente a atividade anti-inflamatória (COUTINHO et al., 2009). Entretanto, 
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subclasses de flavonóides que não possuem um destes padrões em sua estrutura, como 
por exemplo, aglicona kaempferol (Figura 2), também se destacam por apresentar atividade 
sobre enzimas da cascata de inflamação (COUTINHO et al., 2009).

O gênero Cecropia possui cerca de 60 espécies distribuídas em toda a América 
do Sul com maiores ocorrências no Brasil, Peru e Argentina (LORENZI; MATOS, 2002). 
A espécie Cecropia pachystachya (torém) é bastante difundida no Sul e Sudeste do 
Brasil (LORENZI; MATOS, 2002) sendo amplamente utilizada na medicina popular para 
o tratamento de problemas respiratórios tais como asma, bronquite, tosse, além de ser 
utilizada no controle da hipertensão arterial e como anti-inflamatória (ARAGÃO et al., 
2013). A espécie Cecropia pachystachya é uma árvore dióica, de 4-7 metros de altura, com 
tronco de 15-20 centímetros de diâmetro. Possui folhas divididas de 9-10 lobos separados 
até o pecíolo por espaços de 2-3 centímetros, com a face superior um tanto áspera e a 
inferior níveotormentosa. (LORENZI; MATOS, 2002)). Sabe-se que Cecropia pachystachya 
apresenta elevados teores de substâncias fenólicos e diversas propriedades farmacológicas 
tais como: anti-alergênicas, anti-arteriogênicas, anti-inflamatórias, antimicrobianas, 
antitrombóticas, antioxidantes, antitumoral e efeitos cardioprotetores e vasodilatador 
(COSTA & HOSCHEID, 2018; CONSOLINI, MIGLIORI, 2005). As folhas e cascas desta 
planta são popularmente utilizadas como antitussivo, expectório, antiastomático, diurético 
e hipoglicêmico, para aliviar inflamação, cicatrização de feridas, hipertensão, doenças 
cardíacas, e como antipirética para o tratamento da febre na malária também (RAMOS 
ALMEIDA et al., 2006). As principais classes de compostos identificados nesta espécie são 
fenólicas (catequinas, flavonóides e taninos) esteroides e terpenos. Na Argentina, o extrato 
aquoso é preparado fervendo 40 g de folhas secas em 1L de água em uma dosagem de três 
xícaras (200 mL cada) por dia. É popularmente conhecida como umbaúba-do-brejo, árvore-
da-preguiça, embaúba, torém ou ambaíba. Alguns estudos farmacológicos têm evidenciado 
que essa espécie apresenta efeitos sobre o sistema cardiovascular, dentre eles hipotensor 
e cardiotônico (CONSOLINI, MIGLIORI, 2005).

Figura 3 Requisitos estruturais observados para atividade anti-inflamatória de flavonóide

Fonte: Adaptado COUTINHO et al., 2009
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Gymnanthemum amígdalinum (Delile) Sch.Bip. ex Walp. (Asteraceae), anteriormente 
conhecido como Vernonia amygdalina Delile é um pequeno arbusto comumente chamado 
de bitter leaf devido ao seu gosto peculiar. No Brasil, essa espécie é referida como alumã, 
boldo ou alcachofra (DE ALMEIDA et al., 2012; AGRA et al., 2008). A planta pode crescer 
até 3 m de altura em regiões tropicais e tem a fama de ter vários benefícios para a saúde 
(FAROMBI, OWOEYE, 2011). Na medicina popular, os órgãos aéreos de V. amygdalina 
são usados principalmente como antipirético, laxante, antimalárico e antelminético (IGILE 
et al., 1994; VIGNERON et al., 2005; AGRA et al., 2008). Estudos de diferentes extratos 
mostraram antioxidante (IGILE et al., 1994; FAROMBI, OWOEYE, 2011). Essa espécie 
nativa do Brasil pertence à família Alismataceae. Triterpenos, esteroides e lignanas são 
os principais constituintes químicos do gênero Vernonia, sendo que os flavonóides e as 
lactonas sesquiterpênicas são compostos mais frequentes (CARVALHO, COSTA, ABREU, 
1999). O vernoniosideo A3 (Vernonia amygdalina) (JISAKA et al.,1993), e o vernoniosideo 
B1 (Figura 4) são exemplos de compostos ativos com propriedades anti-helmínticas 
isolados (HUFFMAN et al., 1993).

Figura 4 Estruturas dos compostos vernoniosideo A3, vernoniosideo B1 isolados em Vernonia 
amygdalina.

Fonte: JISAKA et al.,1993; HUFFMAN et al., 1993

Eugenia florida é uma espécie endêmica comumente encontrada em quase todo 
território brasileiro, principalmente nas regiões sul e sudeste, na maioria das formações 
vegetais arbóreas, sendo comum na Mata Atlântica (LORENZI, 2000; CNCFLORA, 2016). 
Eugenia florida é uma árvore, com 5-9 m de altura, com tronco castanho acinzentado e 
pouco densa, com folhagem avermelhada após brotação. As folhas são simples, opostas 
de textura cartácea, glabras em ambas as faces, com base cuneada e ápice acuminado. 
As inflorescências apresentam-se em racemos auxiliares de 1-2 cm de comprimento, com 
pilosidade hirta e flores perfumadas de cor branca. Esta espécie floresce em mais de uma 
época do ano, predominado o período compreendido entre os meses de agosto e setembro. 
O fruto é constituído por uma baga globosa, glabra, brilhante, com cálice persistente, de 
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cor vermelha ou preta quando madura, com polpa carnosa adocicada, contendo uma única 
semente. A frutificação ocorre nos meses de outubro e novembro com amadurecimento 
principalmente em dezembro e janeiro (LORENZI, 2000; MUNIZ, 2008). Neste gênero já 
foram isolados flavonóides, taninos e terpenos. Os compostos terpênicos são a outra classe 
mais frequente observada no gênero Eugenia, sendo representados principalmente por 
alguns esteroides, triterpenos pentacíclicos com esqueleto oleanano e lupano e (BARRETO 
et al., 2013) e compostos fenólicos (BASTOS et al., 2019). Os compostos fenólicos das 
espécies de Eugenia foram capazes de modular importantes biomarcadores de diabetes 
(BASTOS et al., 2019). Bastos et al., (2019) avaliaram a atividade antioxidante dos extratos 
pelo método DPPH. O extrato da hidroalcóolico da folha apresentou potencial atividade 
sequestradora do radical DPPH muito próximo ao padrão da catequina (BASTOS et al., 
2019). Na avaliação dos parâmetros bioquímicos de ratos diabéticos tratados com o extrato 
foram observadas reduções significativas nos níveis séricos de glicose, frutosamina e 
triglicerídeos (38,0%, 31,0% e 19,7%, respectivamente), bem como aumento do colesterol 
HDL (10,3%). A administração do extrato não teve efeito significativo na função renal, na 
atividade de AST (aspartato aminotransferase) e ALT (alanina aminotransferase) se nos 
demais parâmetros do perfil lipídico (BASTOS et al., 2019). Além disso, houve melhora dos 
danos hepáticos e renais nos animais diabéticos tratados, por meio da redução dos valores 
do malondialdeído (MDA, C3H4O2; produto da peroxidação lipídica) de 17,3% no fígado e 
13,8% nos rins (BASTOS et al., 2019).

A identificação e quantificação de substâncias fenólicas (tornou-se uma tarefa 
complexa, com elevado grau de dificuldade metodológica e vários métodos espectroscópicos 
e cromatográficos são usados para determinar compostos fenólicos totais em amostras de 
plantas (BASTOLA et al., 2017). As técnicas cromatográficas incluem cromatografia gasosa 
(CG), cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massa (CG-EM), cromatografia 
líquida de alta pressão (CLAE) e cromatografia líquidade de alta eficiencia acoplada a 
espectrometria de massa (CLAE-EM) (BASTOLA et al., 2017). No entanto, a determinação de 
fenólicos por métodos cromatográficos é cara, requer tempo considerável para preparação 
de amostras e técnicos altamente treinados. Os métodos espectrofotométricos, por serem 
convenientes, simples e reprodutivos, são os mais utilizados para a determinação de 
fenólicos totais em espécies vegetais (BASTOLA et al., 2017). Estes métodos fundamentam-
se na medição da absorbância, ou capacidade de absorção de luz radiante, por uma 
solução, efetuando curvas padrão de concentrações conhecidas, para comparação. Na 
literatura, há um número considerável de testes químicos e bioquímicos para avaliação de 
atividades antioxidantes in vitro de compostos, frações, extratos orgânicos ou moléculas 
puras. Esses testes são ferramentas importantes para o rastreio de compostos bioativos 
sintéticos e naturais. 

Devido à complexidade da composição desses nas plantas, a separação e o 
estudo individual de cada substância antioxidante são praticamente inviáveis e custosos. 
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Além disso, estes podem auxiliar na escolha das espécies de planta, determinar o grau 
de maturação, identificar condições ambientais ideais para isolamento de substâncias 
antioxidantes, detectar a presença de substâncias antioxidantes em alimentos como 
frutas, legumes e bebidas para estudos químicos e farmacológicos posteriores. Os testes 
antioxidantes em alimentos, plantas e sistemas biológicos podem ser classificados em 
dois grupos: os ensaios usados para avaliar peroxidação lipídica (um lipídio ou substrato 
lipoproteico, sob condições padrão, é usado e o grau de inibição da oxidação é medido) e os 
ensaios usados para medir a habilidade de sequestro de radicais livres. A necessidade em 
se ter testes mais rápidos e eficientes para identificação e quantificação de determinadas 
classes de compostos fenólicos promoveu a formação de métodos para avaliar a atividade 
de antioxidantes naturais. Contudo, não há um método simples e universal para determinar 
quantitativamente a atividade antioxidante. Os métodos mais utilizados na avaliação do 
potencial antioxidante e redutor, principalmente de fontes naturais, são os métodos DPPH, 
ORAC e ABTS (ALVES et al., 2010). 

Sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) é um dos métodos 
considerados, do ponto de vista metodológico, dos mais fáceis, precisos e reprodutivos 
na avaliação da atividade antioxidante de flavonóides e terpenóides proveniente de 
diferentes matrizes (ALVES et al., 2010; BRAND-WILLIANS et al., 1995). A molécula 
de DPPH corresponde a um radical livre (deslocalização do elétron desemparelhado 
por toda a molécula) e estável. A molécula apresenta coloração violeta e, absorve no 
espectro eletromagnético na região do Ultravioleta/ visível (UV/ vis) em etanol lmáx em 
aproximadamente 515 nm. Este método baseia-se na capacidade antioxidante de uma 
determinada substância em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o à hidrazina (ALVES et 
al, 2010). A hidrazina é obtida com mudança simultânea na coloração de violeta a amarelo 
pálido. A interação do antioxidante com o DPPH depende de suas conformações estruturais 
e do número de grupos hidroxílicos disponíveis (BRAND-WILLIANS et al., 1995). A melhor 
interpretação dos resultados do método DPPH é através da CE50 (concentração efetiva 
necessária para sequestrar 50% dos radicais DPPH da solução) ou CI50 (concentração 
inibitória para inibir 50% de uma determinada concentração de radical). O valor de CI50 é 
definido como a capacidade do agente antioxidante de sequestrar 50% dos radicais livres 
DPPH presentes na solução, portanto quanto menor o valor de CI50 maior a atividade 
antioxidante do extrato (ARBOS et al., 2013; ATMANI et al., 2009). Contudo, o mecanismo 
parece ser muito mais complexo, necessitando de um estudo posterior mais aprofundo, 
para grande parte das moléculas testadas.

O método ORAC (Oxygen radical absorbance capacity) é simples e sensível, 
mede a capacidade do antioxidante em sequestrar radicais peroxil que são gerados por 
uma fonte radicalar, AZPH [dicloreto de 2,2’-azobis (2-amidinopropano)] a 37oC, com 
oxigênio atmosférico, que reage com o indicador fluorescente para formar um produto 
não fluorescente. Este pode ser medido por espectrofotometria com máxima emissão de 
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fluorescência (SALVADOR, et al., 2006). De modo geral, este ensaio avalia a atividade 
antioxidante através da inibição da oxidação, induzida pelo radical peroxil, por transferência 
de átomos de hidrogênio. A atividade antioxidante de uma dada substância é determinada 
através da diferença entre a área da amostra subtraída pela área do branco, medida pelo 
decaimento da fluorescência com a adição da substância antioxidante no decorrer do 
tempo (OU et al., 2001).

A determinação da atividade antioxidante pelo método ABTS [2,2’ azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico] é bastante utilizado. O método ABTS e o DPPH 
apresentam boa estabilidade em certas condições de análise. Contudo, existem diferenças 
importantes quanto a forma de manuseio e estrutura química destes dois reagentes. O 
DPPH apresenta-se como um radical livre e não há a necessidade de preparo. Enquanto, 
o radical ABTS deve ser gerado por reações enzimáticas ou químicas. Outra diferença é 
que o ABTS pode ser solubilizado em meios orgânicos e aquosos nos quais a atividade 
antioxidante pode ser determinada, já o DPPH somente pode ser solubilizado em meios 
orgânicos, especificamente alcoólicos (ARNAO, 2000). O método do ABTS foi relatado 
primeiramente por Miller e Rice-Evans et al. (1993) e mais tarde adaptado por RE, et al. 
(1999). O método consiste no monitoramento do decaimento do cátion-radical ABTS.+, 
produzido pela oxidação do ABTS, gerado após adição de uma amostra contendo 
antioxidantes. Na ausência de fenóis, o ABTS.+ é estável. Ele reage energeticamente com 
um doador de átomo de hidrogênio, como fenóis, sendo convertido em uma forma não 
colorimétrica do ABTS. A extensão da perda de cor e quantificação da porcentagem de 
inibição do ABTS.+ é determinada em função do Trolox um padrão submetido às mesmas 
condições de análise do antioxidante. O método é aplicável ao estudo de antioxidantes 
hidrossolúveis e lipossolúveis, compostos puros e extratos vegetais (RE et al., 1999). A 
vantagem do método está na sua relativa simplicidade o que permite sua aplicação em 
rotinas de laboratório. Além disso, o método ABTS.+ pode ser avaliado em diferentes faixas 
de pH, o que torna essa metodologia importante para o conhecimento do efeito do pH em 
mecanismos oxidantes (STRATIL et al., 2006).
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2- Objetivos

2.1 Geral
Diante do exposto, este trabalho tem como principal objetivo avaliar, preliminarmente, 

a atividade antioxidante e a concentração inibitória efetiva necessária para sequestrar 50% 
dos radicais DPPH da solução (CI50) determinar a concentração de substâncias fenólicas 
e flavonoides foliares das frações oriundas dos extratos brutos etanólicos individuais 
de folhas secas e moídas de Vernonia amygdalina (Delile) Sch.Bip. ex Walp, Cecropia 
pachystachya Trécul e Eugenia florida DC., ricos em compostos fenólicos e que não fazem 
parte da lista da RENISUS (Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS), 
a fim de que estes, em breve, possam auxiliar como práticas integrativas e complementares 
em saúde, na batalha de doenças virais como o COVID 19,

2.2 Específico

•	 Obter os extratos brutos individuais de folhas secas e moídas de Vernonia 
amygdalina, Cecropia pachystachya Trécul e Eugenia florida DC;

•	 Fracionar os extratos brutos etanólicos individuais de folhas secas e moídas 
de Vernonia amygdalina, Cecropia pachystachya Trécul e Eugenia florida DC 
através de partição líquido – líquido;

•	 Determinar a teor de flavonóides (método Sousa et al., 2015) e fenólicos totais 
(método adaptado de Hagerman & Butler e Waterman & Mole);

•	 Avaliar a atividade antioxidante dos extratos brutos e algumas frações frente 
ao radical livre de DPPH e determinar concentração efetiva necessária para 
sequestrar 50% dos radicais DPPH da solução (CI50).
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3 Material e métodos
A metodologia de obtenção dos extratos brutos e particionados de folhas secas e 

moídas de Vernonia amygdalina (Delile) Sch.Bip. ex Walp, Cecropia pachystachya Trécul e 
Eugenia florida DC., assim como a avaliação da atividade antioxidante dos extratos partições 
frente ao radical livre de DPPH, e a determinação do teor de flavonóides e fenólicos totais 
foram realizados no período julho de 2021 a setembro de 2022 no Laboratório de Química 
da Biodiversidade (LQB/PAF) – Fiocruz Mata Atlântica. A concepção do projeto, assim 
como a avaliação dos resultados foram realizados no LAQB/ UERJ-ZO. Os procedimentos 
experimentais realizados estão descritos a seguir.

3.1 Coleta e preparo dos extratos brutos e frações
As partes aéreas de Vernonia amygdalina (Delile) Sch.Bip. ex Walp, Cecropia 

pachystachya Trécul e Eugenia florida DC. foram coletados individualmente na área de 
plantio do Laboratório de Química da Biodiversidade (LQB/ PAF) – Farmanguinhos- Fiocruz 
(Curicica- Jacarepaguá), e submetido ao processo de secagem em estufa com circulação 
forçada de ar a 40ºC (Marca: Solob; Modelo: SL/1021490 -série 14.113), até atingir o 
peso constante. Após a desidratação, o material seco foi triturado em moinho de facas 
(Moinho MA680; Marca Marconi; Malha granulométrica: 0,85 milímetros; série: 992435) 
e acondicionado ao abrigo de luz e umidade. Uma amostra de aproximadamente 300 g 
de folhas secas e moídas de Vernonia amygdalina (Delile) Sch.Bip. ex Walp, Cecropia 
pachystachya Trécul e Eugenia florida DC. foram colocadas, individualmente em três 
cartucho de filtro de papel e, adaptado a três extratores soxhlet com 1 L de etanol cada 
(PA 95%- Alphatec). Os extratos etanólicos isolados foram concentrados em evaporador 
rotatório (Evaporador Rotativo MARCONI 2000), os resíduos obtidos foram liofilizados por 
48 horas (Liofilizador LIPTOP K105) e, posteriormente, depositado no banco de extrato do 
Laboratório (Tabela 1) de Química da Biodiversidade (LQB/ PAF – Fiocruz).

3.2 Particionamento dos extratos
Uma alíquota de cada extrato bruto etanólico (2 g) de folhas secas e moídas de 

Vernonia amygdalina (Delile) Sch.Bip. ex Walp, Cecropia pachystachya Trécul e Eugenia 
florida DC. (2 g) foram submetidos a cinco extrações com 40 mL dos solventes: hexano, 
diclorometano, acetato de etila, butanol e água, sucessivamente (Tabela 1; Figura 5). Em 
seguidas as frações foram concentradas em evaporador rotatório (Evaporador Rotativo 
MARCONI 2000), e as frações obtidas foram liofilizadas por 48 horas (Liofilizador LIPTOP 
K105). A água utilizada foi obtida pelo Sistema Milli-Q Plus – Millipore®/Millipore Corporation 
(EUA), com filtros de membrana Millipore 0,45 mL). Já os solventes utilizados nas obtenções 
dos extratos e frações eram de grau cromatográfico da marca Alphatec 95%.
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Figura 5 Fluxograma do fracionamento de uma alíquota (2g) dos extratos brutos etanólicos das folhas 
secas e moídas de Vernonia amygdalina, Cecropia pachystachya e Eugenia florida.

Fonte: O próprio autor

Tabela 1 Rendimentos dos extratos brutos hidroalcóolicos (300 g) obtidos das folhas secas e moídas 
das espécies Cecropia pachystachya, Vernonia amygdalina e Eugenia florida.

Rendimentos dos extratos brutos hidroalcóolicos (300 g) obtidos das folhas secas e moídas das 
espécies Cecropia pachystachya, Vernonia amygdalina e Eugenia florida.

C. pachystachya V. amygdalina E. florida

Peso do 
material

% de 
rendimento

Peso do 
material

% de 
rendimento

Peso do 
material 

% de 
rendimento

(mg)
Extrato Bruto 

(300g de 
folhas secas 

e moídas)
109,1390 g 36,38 109,567 g 36,52 72,975 g 28,32

Fração 
Hexano 38,394 mg 1,91 52,512 mg 2,62 13,044 mg 0,65

Fração DCM 14,850 mg 0,74 36,725 mg 0,84 17,724 mg 0,89

Fração AcOEt 8,890 mg 0,44 14,170 mg 0,71 15,351 mg 0,77

Fração BuOH 21,642 mg 1,08 18,752 mg 0,94 2,000 mg 0,18

Fração 
aquosa* 83,776 mg** 29,25 122,187 mg** 40,72 48,119 mg** 16.03

Legenda: DCM= Diclorometono; AcOEt= Acetato de etila; BuOH= Butanol, * fração aquosa a ser 
liofilizada; ** resultado esperado.

Fonte: O autor
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3.3 Determinação de flavonóides totais
Para a determinação quantitativa de flavonóides totais presentes nos extratos 

etanólicos e de folhas secas e moídas de Cecropia pachystachya, Vernonia amygdalina 
e Eugenia florida foi utilizado o método do cloreto de alumínio (SOUSA et al, 2015). 
Este método baseia-se na complexação do cátion alumínio (Al+3), da solução AlCl3, com 
as moléculas de flavonóides presentes na amostra, formando um complexo estável de 
coloração amarela, cuja intensidade é proporcional à concentração de flavonóides na 
amostra. Dessa maneira foi possível determinar a quantidade de flavonóides, evitando-se 
a interferência de outras substâncias fenólicas, principalmente os ácidos fenólicos, que 
invariavelmente acompanham os flavonóides nos tecidos vegetais. O complexo gerado 
absorve em comprimento de onda bem maior do que o flavonóide sem a presença do 
agente complexante (cloreto de alumínio) (desvio batocrômico). Os ácidos fenólicos, 
mesmo os que formam complexos com AlCl3, absorvem em comprimentos de onda muito 
inferiores, evitando-se dessa maneira interferências nas medidas de absorbância (SOUSA 
et al, 2015). A leitura foi feita em Espectrofotômetro UV/ vis (Espectrofotômetro Shimadzu 
modelo: UV/PC 1601), em 455 nm, utilizando-se 0,5 g cloreto de alumínio dissolvido em 
metanol. Em seguida, transferiu-se esta solução para um balão volumétrico de 10,0 mL 
e avolumou-se com metanol. A curva de calibração (Figura 6) foi obtida a partir de uma 
solução mãe com 2,0 mg de quercetina. A solução foi transferida para um balão volumétrico 
de 10,0 mL e avolumada com metanol. Alíquotas de 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 µL 
foram transferidas para balões volumétricos de 10 mL. Adicionou-se 1,0 mL da solução 
de cloreto de alumínio e avolumou- se com metanol (Tabela 2). A leitura foi realizada em 
triplicata em 455 nm. Transferiu-se 20,0 mg de extrato para um balão volumétrico de 10,0 
mL e completou- se com metanol. Uma alíquota de 5,00 mL foi transferida para um balão 
volumétrico de 20,0 mL, adicionou-se 1,0 mL da solução de AlCl3 e avolumou-se com 
metanol. A leitura foi realizada em triplicata em 455 nm (NÓBREGA, 2012).

Tabela 2 Dados obtidos para a construção da curva de calibração Quercetina (455 nm).

AlCl3
mL/ solução 

mãe

Quercetina 
Concentração (µg 

/mL)

Absorbâncias DESVIO 
PADRÃO CV%

Rep 1 Rep 2 Rep 3 MÉDIA

0,1 2,15 0,178 0,181 0,190 0,18 0,01 3,41

0,2 4,3 0,254 0,244 0,237 0,25 0,01 3,49

0,4 8,6 0,556 0,534 0,531 0,54 0,01 2,53

0,6 12,9 0,801 0,809 0,822 0,81 0,01 1,31

0,8 17,2 1,084 1,090 1,089 1,09 0,00 0,30

1 21,5 1,304 1,325 1,301 1,31 0,01 1,00

Fonte: O próprio autor
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Figura 6 Curva de calibração da Quercetina

Fonte: O próprio autor

3.4 Determinação de fenólicos totais
Para a determinação quantitativa de substâncias fenólicas totais presentes 

nos extratos etanólicos de folhas secas e moídas de Cecropia pachystachya, Vernonia 
amygdalina e Eugenia florida, foi utilizado o método adaptado de Hagerman & Butler (1978) 
e Waterman & Mole (1987). Nesse método a reação de complexação do cloreto férrico 
com fenóis produz uma coloração que pode ser medida em 510 nm no Espectrofotômetro 
UV/ vis. A solução de cloreto férrico foi preparada com 1,62 g de FeCl3. Em seguida 
transferiu- se a amostra para um balão volumétrico de 1000 mL e avolumou-se com uma 
solução de HCl 0,001 M. Outra solução foi preparada com 1,0 g de dodecil sulfato de 
sódio. Em seguida transferiu-se esta solução para um balão volumétrico de 100,0 mL, 
onde adicionou-se 5,0 mL de triatenolamina e, em seguida, completou-se água destilada. A 
curva de calibração (Figura 7) foi preparada a partir de uma solução mãe com 10,0 mg de 
ácido tânico, transferido para um balão volumétrico de 10,0 mL, em seguida, completou- 
se água destilada. Alíquotas de 1,0 mL foram transferidas para um balão volumétrico de 5 
mL, juntamente com1,0 mL da solução de cloreto férrico e 2,0 mL da solução de dodecil 
sulfato de sódio, em seguida, completou-se água destilada. Foram transferidas alíquotas 
de 200, 400, 600, 800 e 1000 µL para balões volumétricos de 10,0 mL avolumados com 
água destilada. Transferiu-se 10,0 mg de extrato para um balão volumétrico de 100 mL, 
solubilizou-se com 10 mL de água destilada. Logo a seguir, adicionou-se 1,0 mL da solução 
de cloreto férrico e 2,0 mL da solução de dodecil sulfato de sódio e, em seguida, completou-
se água destilada. A leitura foi realizada em triplicata em 510 nm (NÓBREGA, 2012).
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Figura 7 Curva de calibração do Ácido tânico

Fonte: O próprio autor

3.5 Ensaio de atividade antioxidante
A atividade antioxidante de extratos brutos etanólicos, foram avaliados por método 

espectrofotométrico baseado no sequestro do radical livre 2,2-difenil- 1 -picril-hidrazil 
(DPPH), por antioxidante produzindo um decréscimo da absorbância (BRAND-WILLIANS 
et al.,1995). A solução de DPPH (Sigma Aldrich) 60 µM foi preparada diluindo 4,8 mg de 
DPPH em um balão volumétrico de 100 mL de metanol (Alphatec, 95,0%). Posteriormente, 
soluções com as concentrações (0 a 60 µM), foram obtidas conforme Tabela 4. Em 
ambiente escuro, foi transferida a alíquota de cada solução de DPPH para a cubeta do 
espectrofotômetro (Espectrofotômetro Shimadzu modelo: UV/ vis), onde as leituras foram 
realizadas a 515 nm. Foi utilizado metanol como branco para enquanto o branco de apenas 
o metanol. (RUFINO et al., 2007). As amostras foram mantidas em repouso por 30 minutos 
ao abrigo da luz. Em seguida transferiu-se uma alíquota de, aproximadamente, 4 mL de 
cada solução de DPPH (10 µM, 20µM, 30 µM, 40 µM, 50 µM e 60 µM) para cubetas de 
vidro e realizou-se a leitura em espectrofotômetro a 515 nm (Espectrofotômetro Shimadzu 
modelo: UV/PC 1601; Tabela 5). A partir das leituras obtidas, foi construído um gráfico onde 
as concentrações de DPPH (µM) foram inseridas no eixo X e as respectivas absorbâncias 
no eixo Y. A equação da reta (Figura 8) foi obtida a partir da regressão linear dos pontos 
obtidos (NÓBREGA, 2012).

Uma alíquota do extrato bruto etanólico (10 mg) de folhas secas e moídas de Vernonia 
amygdalina, Cecropia pachystachya e Eugenia florida. foram diluídos, separadamente, em 5 
mL de metanol em ambiente escuro, transferiu-se uma alíquota de 0,1 mL de cada do extrato 
para tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH (60 µM). Posteriormente, as amostras de 
cada planta foram mantidas em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz, procedeu-se então 
à leitura em espectrofotômetro (Shimadzu modelo: UV/PC 1601). As leituras (515 nm) foram 
monitoradas a cada minuto, até observação estabilização da redução da absorbância (Tabela 
5, Figura 8). Após as leituras, o Y da equação da reta foi substituído pelo valor correspondente 
à metade da absorbância inicial do controle negativo para encontrar o consumo em µM de 
DPPH que corresponde à metade da concentração inicial de DPPH, e em seguida, esse valor 
foi convertido para grama de DPPH através da equação da Figura 9.
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Tabela 3 Dados obtidos para a construção da curva de calibração Ácido tânico (510 nm)

FeCl3 Ácido Tânico Absorbâncias
DESVIO 
PADRÃO CV%mL/ solução 

mãe Concentração (µg/ mL) Rep 1 Rep 2 Rep 3 MÉDIA

0,2 20 0,037 0,030 0,024 0,03 0,01 21

0,4 40 0,054 0,061 0,072 0,06 0,01 15

0,6 60 0,093 0,083 0,079 0,09 0,01 8

0,8 80 0,096 0,116 0,141 0,12 0,02 19

1 100 0,146 0,176 0,177 0,17 0,02 11

Fonte: O próprio autor

Tabela 4 Preparo das soluções para curva do DPPH

Solução de DPPH (mL) Álcool metílico (mL) Concentração final de DPPH 
(µM)

0 10 0
1,7 8,3 10
3,3 6,7 20
5,0 5,0 30
6,7 3,3 40
8,3 1,7 50
10 0 60

Fonte: O próprio autor

Tabela 5 Dados obtidos para a construção da curva de calibração a 515 nm do DPPH

Concentração µM Replica 1 Replica 2 Replica 3 MÉDIA DESVIO 
PADRÃO CV % DPPH

10 0,0480 0,0460 0,0470 0,0470 0,0010 2,1277 3,943

20 0,1160 0,1150 0,1160 0,1157 0,0006 0,4992 7.886

30 0,1660 0,1630 0,1630 0,1640 0,0017 1,0561 11.829

40 0,2230 0,2200 0,2230 0,2220 0,0017 0,7802 15.772

50 0,2930 0,2960 0,2960 0,2950 0,0017 0,5871 19.715

60 0,3800 0,3900 0,4050 0,3917 0,0126 3,2127 23.658

Legenda: CV %= percentagem do coeficiente de variação; µM = micromolar Fonte: O próprio autor
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Figura 8 Curva de Calibração do DPPH

Fonte: O próprio autor

Figura 9 Equação de conversão para g DPPH

g de DPPH= (µM DPPH/ 1000.000).394,3 (massa molecular do DPPH) (Equação 1)

Fonte: O próprio autor

A partir da avaliação da faixa de concentração ideal, por análise de regressão 
(Figura 10), calculou-se então a concentração de extrato necessária para captar 50% dos 
radicais livres (Figura 11). Para isso, os extratos brutos etanólicos (12 mg) de folhas secas 
e moídas de Vernonia amygdalina, Cecropia pachystachya e Eugenia florida foram diluídos, 
separadamente, em 100 mL de metanol. Uma alíquota (2 mL) de cada extrato bruto diluído 
foi transferido para um tubo de ensaio e avolumou-se com 2,0 mL de metanol (solução 
A). Desta solução A retirou-se 2,0 mL e avolumou-se com 2,0 mL de metanol (solução B). 
Repetiu-se este processo de diluição seriada obtendo sucessivamente as soluções C, D e 
E; cada solução obtida equivalia as concentrações de: 12 mg/ 100 mL (A), 6 mg/ 100 mL 
(B), 3 mg/ 100 mL, (C), 1,5 mg/ 100 mL (D) e 0,75 mg/ 100 mL (E).

Em ambiente escuro, transferiu-se uma alíquota de 0,1 mL de cada diluição seriada 
(A- E) do extrato para tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH (60 µM). Posteriormente, 
as amostras de cada planta foram mantidas em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz, 
procedeu- se então à leitura em espectrofotômetro (Espectrofotômetro Shimadzu modelo: 
UV/PC 1601) em comprimento de onda de 515 nm. As leituras foram monitoradas a cada 
minuto, até observação estabilização da redução da absorbância. Utilizou-se álcool metílico, 
como branco, para calibrar o espectrofotômetro. Plotou-se as concentrações de DPPH 
(µM) no eixo X e as respectivas absorbâncias no eixo Y e calculou-se a equação da reta. Os 
valores de CI50 foi calculada partir de cada equação da reta obtida dos extratos e frações de 
Cecropia pachystachya, Vernonia amygdalina e Eugenia florida (Figura 11). A concentração 
inibitória (CI50) refere-se à mínima concentração necessária de antioxidante para inibir 50% 
de uma determinada concentração de radical. Já a concentração de eficiência (CE50; Figura 
11) é definida pela quantidade de antioxidante necessária para reduzir 50% da quantidade 
inicial de radical, obtida a partir da razão entre o valor de CI50 e da concentração inicial do 
radical (SAVATOVIĆ et al., 2012). 
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O valor de CE50 é obtido a partir da razão entre o valor de CI50 e da concentração 
inicial do radical. A concentração inicial de DPPH é determinada a partir da média das 
absorbâncias das amostras controle, no tempo zero, com o uso da equação da reta da 
curva de calibração de DPPH. O valor de CI50 é definido como a capacidadedo agente 
antioxidante de sequestrar 50% dos radicais livres DPPH presentes na solução, portanto 
quanto menor o valor de CI50 maior a atividade antioxidante do extrato (ARBOS et al., 2013; 
RUFINO et al., 2007).

Figura 10 Equivalência de Controle de DPPH

Y = ax – b  Equação 2

Fonte: O próprio autor

Figura 11 Cálculo da atividade antioxidante CI50 e CE50

Onde:
x= CI

50 (mg/ mL)
a= coeficiente angular 
b= coeficiente linear

Onde:
b = Intercepção do eixo y

a = Inclinação da reta

Fonte: MAGALHÃES et al., 2018
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4 Resultados e discussão
A curva de calibração construída com a quercetina para obtenção de flavonóides 

totais nas concentrações 2,15; 4,3; 8,6; 12,9; 17,2 e 21,5 µg/mL promoveu a obtenção 
do valor do coeficiente de linearidade (R2= 0,9969) e da equação da reta (y= 0,0606x + 
0,0234). A leitura espectrofotométrica (Espectrofotômetro Shimadzu modelo: UV/PC 1601) 
foi feita em 455 nm e triplicata. Através da equação da reta (y= 0,0606x + 0,0234) foi 
possível determinar o teor de flavonóides totais presente no extrato bruto e frações das 
folhas secas e moídas de Vernonia amygdalina, Cecropia pachystachya e Eugenia florida 
(Tabela 6).

A curva de calibração construída com ácido tânico permitiu a obtenção do teor 
fenólicos totais nas concentrações 20; 40; 60; 80 e 100 µg/ mL. A curva de calibração 
promoveu a obtenção do valor de coeficiente de linearidade (R2= 0,985) e da equação 
da reta (y= 0,0014x + 0,0619). A leitura espectrofotométrica (Espectrofotômetro Shimadzu 
modelo: UV/PC 1601) foi feita em 510 nm, em triplicata. Através da equação da reta obtida 
(y= 0,0014x + 0,0619) foi possível determinar o teor de fenólicos totais dos extratos brutos e 
particionados das folhas secas e moídas de Vernonia amygdalina, Cecropia pachystachya 
e Eugenia florida (Tabela 7).

A Tabela 6 revelou que os extratos de Cecropia pachystachya (2,90%) e Eugenia 
florida (2,13 %) apresentaram o teor de flavonóides maior do que V. amygdalina (1,71%). As 
frações acetato de etila de C. pachystachya (8,80%) e E. florida (5,78%) apresentaram maior 
teor de flavonóides quando comparado com o de V. amygdalina (1,71 %). Observamos que 
os flavonóides de V. amygdalina concentraram-se, preferencialmente, na fração hexano 
(Tabela 6). A curva de calibração construída para obtenção de atividade antioxidante 
(DPPH) nas concentrações 10, 20, 30, 40, 50 e 60 µg/ mL (Figura 16). Esta apresentou 
valor de coeficiente de linearidade de R2 = 0,9859, e a equação da reta: y = 0,0111x + 0,036. 
A leitura espectrofotométrica (Espectrofotômetro Shimadzu modelo: UV/PC 1601) foi feito 
em 515 nm, em triplicata (Tabela 6).

A Tabela 7 revelou que o extrato bruto (56%) e fração acetato de etila (47%) de 
Cecropia pachystachya; fração acetato de etila (35%) e butanol (38%) de Eugenia florida e 
frações hexano (18 %) e acetato de etila (28 %) de Vernonia amygdalina apresentaram os 
maiores teores de polifenólicos. 

Tunasamy, Suryadevara & Athimoolam (2019) determinaram que o conteúdo dos 
fenólicos (método Folin-Ciocalteau) e flavonóides totais (AlCl3 ácido acético glacial, 
solução de piridina: etanol e solução de cloreto de alumínio) no extrato metanol, acetato 
de etila e éter de petróleo das folhas de V. amygdalina. Estes resultados foram maiores 
do que o obtido neste trabalho (Tabela 7). O extrato metanol das folhas de V. amygdalina 
(TUNASAMY, SURYADEVARA & ATHIMOOLAM, 2019) foi significativamente maior (96,14 
mg GAE/g extrato), juntamente, com o extrato acetato de etila (95,18 mg GAE/g extrato) e 
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éter de petróleo (31,50 mg GAE/g extrato). Os teores de flavonóides totais foram de 44,35 
mL/ g, 42,52 mL/ g e 15,16 mL/ g de extrato para os extratos de metanol, acetato de etila 
e éter de petróleo, respectivamente (TUNASAMY, SURYADEVARA, ATHIMOOLAM, 2019). 
Estes resultados foram maiores do que os obtidos neste trabalho (Tabela 6), entretanto não 
podemos compará-los porque utilizamos metodologias diferentes. 

Diversos fatores podem influenciar na capacidade antioxidante e no teor de 
fenólicos totais dos extratos vegetais. Tais fatores podem justificar as variações obtidas nos 
resultados do presente trabalho em comparação aos trabalhos utilizados como referência. 
Machado (2005), por exemplo, cita que fatores abióticos naturais como a radiação solar, 
raios UV, períodos de seca ou chuva, nutrientes e estações do ano contribuem para a 
alteração na concentração do conteúdo dos fenólicos e, consequentemente, atividade 
antioxidante dos extratos brutos. O aumento de temperatura, por exemplo, promove o 
aumento no rendimento da extração de compostos fenólicos devido ao aumento da energia 
cinética das moléculas. Dessa forma melhora a solubilidade e o coeficiente de difusão 
desses compostos, inclusive permitindo uma extração mais rápida (THOO et al., 2010). 
Já a influência do solvente extrator se dá pela estrutura química dos polifenóis. Essas 
moléculas possuem propriedades hidrofílicas, pela possibilidade de as hidroxilas fazerem 
ligações de hidrogênio, e hidrofóbicas, pela sua cadeia carbônica. Assim, essas moléculas 
são solúveis em solventes orgânicos polares como metanol, etanol, acetona e água. Esse 
processo de solubilidade entre as fases é explicado pelo coeficiente de partição (log P) em 
que são consideradas as propriedades envolvidas nas interações intermoleculares entre 
os meios e o soluto estudado. Portanto, a polaridade do solvente é uma característica 
importante para determinar sua afinidade com esses compostos (OLIVEIRA et al., 2019; 
MAGALHÃES et al., 2017; TSAO, 2010).

Temponi (2012) avaliou os teores de fenóis e flavonóides totais equivalentes ao ácido 
gálico e à rutina de V. polyanthes. Ele utilizou para a determinação dos teores de fenóis 
totais o método de Folin-Ciocalteu e a quantificação dos teores de flavonóides totais foi 
realizada por método espectrofotométrico ácido acético glacial, solução de piridina: etanol 
e solução de cloreto de alumínio. Os teores de fenóis totais de V. polyanthes variaram 
de 0,76 a 18,63 g/100 g. As frações butanólica (18,63 ± 0,32) e residual (18,52 ± 0,02) 
apresentaram maiores teores de fenóis totais quando comparadas com os demais produtos 
analisados. Temponi (2012) observou que os teores de flavonoides totais variaram de 0,26 
a 7,73 g/ 100 g no extrato etanólico e nas frações avaliadas e a fração em acetato de 
etila (7,73 ± 0,14 g/100 g) produziu maior rendimento de flavonoides totais equivalentes 
à rutina (TEMPONI, 2012). Apesar dos nossos resultados serem superiores aos obtidos 
por Temponi (2012), não realizamos a mesma metodologia de extração e ensaios para a 
determinação de fenólicos (Tabela 7) e flavonoides (Tabela 6) descritos na literatura.

As Cecropia ou embaúbas (LUENGAS-CAICEDO, 2005) são árvores pioneiras 
que, no processo de formação florestal, possuem características de alta resistência ao sol 
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intenso e ao solo pobre de nutrientes. Luengas-Caicedo (2005) observou variação sazonal 
e intraespecífica durante a quantificação do teor de polifenóis totais (método de Folin-
Ciocalteau) e flavonóides (solução de cloreto de alumínio, ácido acético glacial, piridina 
etanol 20 %) nas folhas entre espécimes de C. glaziovii (nativos, cultivados e clones). 
Luengas-Caicedo (2005) observou que a variação foi maior entre os espécimes nativos 
do que entre os cultivados e clones. Foram detectadas diferenças entre os teores destes 
metabólitos entre os pecíolos e as lâminas foliares. Nas lâminas foliares o teor de polifenóis 
totais variaram entre 1,9 % e 4,8 %, e os de flavonoides entre 0,3% e 3,8 %. Nos pecíolos, 
os teores de polifenóis foram menores que 1% e, nos flavonoides estiveram entre 0,01% e 
0,3%. Já Costa & Hoscheid (2018) também usaram a quantificação de compostos fenólicos 
totais por Folin-Ciocalteau para Cecropia pachystachya. Eles observaram que o teor das 
substâncias fenólicas foi, respectivamente, de 13,29 e 35,83 mg/ mL para os extratos 
aquoso e etanólico. Apesar dos nossos resultados serem superiores aos obtidos por 
Luengas-Caicedo, (2005) e Costa & Hoscheid (2018), eles não puderam ser comparados 
porque não realizamos o mesmo procedimento para a determinação de fenólicos (Tabela 
7) e flavonoides totais (Tabela 6). 

Tabela 6 Determinação do teor dos flavonóides totais do extrato e frações das folhas secas e moídas 
de V. amygdalina, C. pachystachya e E. florida.

V. amygdalina

Extrato/ 
Frações Abs Media D.P CV % Conc. (µg/

mL)
Massa 
(mg)

TFT
%

Hexano 0,454 0,455 0,460 0,46 0,00 0,70 7,14 250 2,86

DCM 0,067 0,063 0,065 0,07 0,00 3,08 0,69 250 0,27

AcOEt 0,279 0,288 0,279 0,28 0,01 1,84 4,27 250 1,71

Extrato 0,279 0,288 0,279 0,28 0,01 1,84 4,27 250 1,71

C. pachystachya

Extrato/ 
Frações Abs Media D.P CV % Conc. (µg/

mL)
Massa 
(mg)

TFT
%

Hexano 0,643 0,639 0,650 0,64 0,01 0,86 10,42 250 4,17

DCM 0,160 0,152 0,159 0,16 0,00 2,78 2,16 250 0,86

AcOEt 1,322 1,322 1,332 1,33 0,01 0,44 21,99 250 8,80

Extrato 0,457 0,456 0,457 0,46 0,00 0,13 7,24 250 2,90

E. florida

Extrato/ 
Frações Abs Media D.P CV % Conc. (µg/

mL)
Massa 
(mg)

TFT
%

Hexano 0,340 0,344 0,343 0,34 0,00 0,61 5,30 250 2,12

DCM 0,251 0,238 0,242 0,24 0,01 2,73 3,63 250 1,45

AcOEt 0,883 0,887 0,874 0,88 0,01 0,76 14,45 250 5,78
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Extrato 0,341 0,346 0,344 0,34 0,00 0,73 5,33 250 2,13

Legenda: TFT = Teor de Flavonóides Totais; Abs = absorbância; Conc. = concentração; CV = 
coeficiente de variação; D.P = desvio padrão, DCM= Diclorometano; AcOEt= Acetato de etila

Tabela 7 Determinação do teor de fenólicos totais dos extratos bruto e frações das folhas secas e 
moídas de V. amygdalina, C. pachystachya e E. florida.

V. amygdalina

Abs Media D. P CV % Conc. (µg/
mL)

Massa 
(mg) TFeT %

Extrato 0,107 0,109 0,108 0,11 0,00 0,93 32,93 2,0 16
Hexano 0,114 0,113 0,108 0,11 0,00 2,88 35,55 2,0 18
AcOEt 0,140 0,143 0,135 0,14 0,00 2,90 55,31 2,0 28
DCM 0,054 0,056 0,051 0,05 0,00 4,69 -5,88 2,0 -3

Butanol 0,073 0,081 0,081 0,08 0,00 5,90 11,74 2,0 6
C. pachystachya

Extrato/ 
Frações Abs Media D. P CV % Conc. (µg/

mL)
Massa 
(mg) TFeT %

Extrato 0,217 0,217 0,219 0,22 0,00 0,53 111,3 2,0 56
Hexano 0,190 0,194 0,197 0,19 0,00 1,81 94,1 2,0 47
AcOEt 0,199 0,202 0,202 0,20 0,00 0,86 99,4 2,0 50
DCM 0,042 0,044 0,045 0,04 0,00 3,50 -13,0 2,0 -7

Butanol 0,193 0,189 0,192 0,19 0,00 1,09 92,5 2,0 46
E. florida

Extrato/ 
Frações Abs Media D. P CV % Conc. (µg/

mL)
Massa 
(mg)

TFeT
%

Extrato 0,122 0,105 0,106 0,11 0,01 0,89 35,1 2,0 18 
Hexano 0,159 0,162 0,161 0,16 0,00 0,88 70,5 2,0 35 
AcOEt 0,068 0,067 0,070 0,07 0,00 2,07 4,6 2,0 2 
DCM 0,100 0,102 0,100 0,10 0,00 0,00 27,7 2,0 14 

Butanol 0,710 0,170 0,169 0,17 0,00 0,42 77,0 2,0 38 

Legenda: TFeT = Teor de fenólicos Totais; Abs = absorbância; Conc. = concentração; CV = coeficiente 
de variação; D. P = desvio padrão; DCM= Diclorometano; AcOEt= Acetato de etila

Os resultados obtidos da capacidade antioxidante pelo método DPPH podem ser 
apresentados como valor de CE50 ou CI50. Para a determinação do valor de CI50 do 
extrato e das frações de V. amygdalina, C. pachystachya e E. florida foram utilizadas as 
equações da reta geradas a partir dos dados da Tabela 8, substituindo o valor de y por 50 
para obtenção da concentração da amostra com capacidade de reduzir 50% do DPPH. O 
menor valor de CI50 significa, maior atividade antioxidante. (RUFINO et al., 2007). O CI50 
para o extrato da folha seca e moída de V. amygdalina, C. pachystachya e de E. florida 
foram, respectivamente, de 27,25 mg/ mL, 3,80mg/ mL e de 9,70 mg/ mL (Figura 12). 
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Os resultados obtidos a partir dos dados (Tabela 9-12) da capacidade antioxidante 
pelo método DPPH para determinação do coeficiente de linearidade, equações da reta e 
os valores de CI50 valores de CI50 das frações em butanol e hexano de C. amygdalina, C. 
pachystachya e E. florida (Tabela 9 - 10 e Figura 13-14), acetato de etila de E. florida e C. 
pachystachya (Tabela 11; Figura 15) e diclorometano de Vernonia amygdalina (Tabela 12; 
Figura 16) foram descritos nas figuras 13 – 16. Vale ressaltar que somente algumas frações 
não foram estudadas na totalidade devido ao término dos extratos brutos. 

Velasquez et al. (2003) relatou que a redução do radical DPPH era dependente da 
dose para o extrato etanólico C. pachystachya e Eugenia uniflora. O CI50 da fração aquoso 
foi de 27,7 µg/ mL. Infelizmente, o autor não relatou a atividade do extrato etanólico. 
Aragão et al. (2010) citaram que o extrato metanoico C. pachystachya apresentou atividade 
antioxidante relevante com CE50=3,1 mg/ mL e CE50=10,8 μg/ mL (poder de redução). 
Os resultados foram comparados com os antioxidantes de referência da quercetina, rutina 
e ácido ascórbico. O teor de flavonoides foi de 83 mg/ g planta e o de fenólicos foi de 
326 mg/g planta. Observamos em nosso estudo que concentração inibitória na fração 
acetato de etila (CI50 = 2,51 mg/ mL; Figura 15), no extrato etanólico (CI50 = 3,80 mg/ 
mL; Figura 12) e na fração hexano (CI50 = 5,42 mg/ mL; Figura 14). Já na fração butanol 
houve uma diminuição da capacidade antioxidante (CI50 = 23,04 mg/ mL; Figura 13). 
Vale ressaltar que a fração acetato de etila de C. pachystachya apresentou o maior de 
teor de flavonoides (8,80 %; Tabela 6). UGBOGU et al., (2021) citaram que a atividade 
antioxidante do extrato metanólico de V. amygdalina foi determinada tratando ratos com 
dose de 200 mg/ kg após indução de dieta normal contendo 5% de Cycas revoluta (cicas). 
Os resultados revelaram que a administração extrato etanólico de V. amygdalina induziu 
um aumento nos níveis de MDA (malondialdeído) e redução nos níveis de SOD (superóxido 
dismutase) em comparação com o grupo controle. Além disso, o extrato etanólico de 
V. amygdalina (0 – 30,51 g/ mL) inibiu a arginase. Já Martins (2012) verificou, em seu 
estudo, que o extrato da folha da Vernonia brasiliana quando comparado com espécies de 
mesmo gênero apresentou maior atividade antioxidante que o extrato aquoso da folha da 
Vernonia amygdalina, com CE50 igual a 600 µg/ mL; extrato etanólico da folha da Vernonia 
condensata Baker, com CE50 de 56 µg/ mL (DOUTRA et al., 2011) e menor atividade 
que o extrato etanólico da folha da Vernonia polyanthes Less com CE50 de 10,54 µg/ mL 
(ALVES & SOUSA, 2010). Martins, (2012) concluiu que os dados capacitavam o extrato 
da folha da Vernonia brasiliana como um antioxidante promissor se comparado com as 
outras Vernonias até então estudadas. Já YOURS et al., (2012) observou que em relação 
ao extrato etanoico e as frações de V. polyanthes testadas, a fração em acetato de etila 
foi a que apresentou maior atividade antioxidante, com um valor de CE50 igual a 4,28 µg/ 
mL. Oriakhi et al. (2013) e Alara, Abdurahman & Olalere (2020) revelaram que o extrato 
etanólico de V. amygdalina apresentou um valor de CE50 igual 111,8 µg/ mL. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/arginase
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O extrato bruto de Vernonia amygdalina, desenvolvido em nosso trabalho, apresentou 
uma maior capacidade do agente antioxidante de sequestrar 50% dos radicais livres DPPH 
presentes na solução na fração hexano e diclorometano ambas com CI50= 14,99 mg/ mL 
(Figura 14 e 16, respectivamente) do que no extrato bruto etanólico (CI50 = 27,25 mg/ mL; 
Figura 14) e fração butanol (CI50= 22,48 mg/ mL; Figura 13). Vale ressaltar que os teores de 
metabólitos secundários presentes nas plantas são diretamente influenciados por uma lista 
de fatores exteriores que levam a planta a ter uma concentração maior ou menor (GOBBO-
NETO & LOPES, 2007). Além disso, esses fatores também podem alterar a composição 
química da planta, uma vez que sua composição também pode ser influenciada por 
interações do tipo planta-planta, planta-animal e planta-microrganismos (ALVES, 2001). 
Bastos et al., (2019) avaliou que a atividade antioxidante do extrato foliar hidroetanólico 70 % 
de Eugenia florida foi 64,41 ±1,48 [% de eliminação de DPPH (Concentração de 20 μg/ mL) 
do extrato] e o CI50 foi .12,77 μg/mL. Considerando as análises estatísticas dos resultados 
obtidos com a concentração de 20 μg/ mL, verificou-se que as amostras e os padrões 
apresentaram diferenças significativas no potencial como sequestradores de radicais 
DPPH. Vale ressaltar que o valor de CI50 para o extrato (12,77 μg/ mL) foi ligeiramente 
inferior ao valor obtido com os padrões ácido tânico (15,58 μg/ mL) e catequina (13,21 
μg/ mL), indicando excelente atividade antioxidante do extrato. Esse resultado se deve, 
provavelmente, à presença de uma grande variedade de compostos fenólicos identificados 
no extrato por Bastos et al. (2019). Todas as substâncias identificadas apresentavam 
atividades antioxidantes consideráveis e um papel importante na quelação de metais e na 
eliminação de ROS (BASTOS et al., 2019). Os valores de CE50 observada por Bastos et 
al. (2019) foram mais proeminentes do que observados em outras espécies de Eugenia 
(YADAV et al., 2014, CUNHA et al., 2016). A CI50 em nosso trabalho foi maior no extrato 
bruto (9,70 mg/ mL; Figura 12) e na fração acetato de etila (10,60 mg/ mL; Figura 15) de 
Eugenia florida. Constatou-se que o uso de diferentes solventes influenciou no valor de CI50. 
Segundo Pérez-Jiménez e Saura-Calixto (2006), o tipo e a polaridade do solvente afetam 
a transferência de elétrons e de átomos de hidrogênio, consequentemente, influenciam no 
potencial antioxidante. A presença de compostos não antioxidantes nas soluções testadas 
também pode afetar o resultado. Além disso, é possível também que fatores exteriores 
como desenvolvimento e sazonalidade; índice pluviométrico e sazonalidade; temperatura 
e altitude, entre outros possam ter contribuído com alteração da composição química da 
planta, uma vez que sua composição também pode ser influenciada por interações do 
tipo planta-planta, planta-animal e planta-microrganismo (GOBBO-NETO & LOPES, 2007; 
ALVES, 2001).
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Tabela 8 Dados do valor de DPPH extrato etanoico das folhas secas e moídas de Vernonia 
amygdalina, Cecropia pachystachya e Eugenia florida para a construção da curva de concentração 

DPPH.

Vernonia amygdalina

Ponto DPPH 
(mL) MeOH Conc. 

(µg/ mL) Abs Média D. P CV %

1 Sol. 
mãe 2 12 0,440 0,440 0,440 0,44 0,00 0,00

2 P1 2 6 0,463 0,464 0,466 0,46 0,00 0,33

3 P2 2 3 0,470 0,475 0,478 0,47 0,00 0,85

4 P3 2 1,5 0,485 0,483 0,483 0,48 0,00 0,24

5 P4 2 0,75 0,491 0,496 0,495 0,49 0,00 0,54

Cecropia pachystachya

Ponto DPPH
(mL) MeOH Conc. 

(µg/ mL) Abs Media D. P CV %

1 Sol. 
mãe 2 12 0,164 0,172 0,172 0,17 0,00 2,73

2 P1 2 6 0,313 0,324 0,326 0,32 0,00 2,18

3 P2 2 3 0,390 0,397 0,397 0,39 0,00 1,02

4 P3 2 1,5 0,429 0,427 0,427 0,43 0,00 0,27

5 P4 2 0,75 0,436 0,448 0,446 0,44 0,00 1,45

Eugenia florida

Ponto DPPH
(mL) MeOH Conc. 

(µg/ mL) Abs Média D. P CV %

1 Sol mãe 2 12 0,339 0,349 0,343 0,34 0,01 1,46

2 P1 2 6 0,416 0,413 0,419 0,42 0,00 0,72

3 P2 2 3 0,451 0,456 0,455 0,45 0,00 0,58

4 P3 2 1,5 0,462 0,464 0,464 0,46 0,00 0,25

5 P4 2 0,75 0,470 0,475 0,473 0,47 0,00 0,53

Legenda: Legenda: DPPH = 2,2 – difenil-1-picril-hidrazil; MeOH = metanol; Conc. = concentração; Abs. 
absorbância; D. P = desvio padrão; CV = Coeficiente linear; Sol. mãe= solução mãe; MeOH= Metanol

Fonte: Próprio autor
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Figura 12 Curva de concentração DPPH dos extratos das folhas secas e moídas de V. amygdalina, C. 
pachystachya e E. florida

R2 = 0,9691
y= - 0,0044x + 0,4919. 
CI50= 27,25 mg/ mL.

R2 = 0,9993 
y= - 0,0245x + 0,4651 
CI50 = 3,80 mg/ mL.

R2 = 0,9961 
y= - 0,0115 x + 0,4835. 
CI50 = 9,70mg/ mL

Fonte: Próprio autor

Tabela 9 Dados utilizados para construção da curva de concentração DPPH das folhas secas e moídas 
da fração butanol Vernonia amygdalina, Cecropia pachystachya e Eugenia florida.

V. amygdalina

Ponto DPPH 
(mL) MeOH Conc. (µg/ 

mL) Abs Media D. P CV %

1 Sol. mãe 2 12 0,564 0,580 0,549 0,56 0,02 2,75

2 P1 2 6 0,637 0,637 0,642 0,64 0,00 0,45

3 P2 2 3 0,710 0,712 0,710 0,71 0,00 0,16

4 P3 2 1,5 0,737 0,737 0,738 0,74 0,00 0,08

5 P4 2 0,75 0,750 0,758 0,755 0,75 0,00 0,54

C. pachystachya

Ponto DPPH 
(mL) MeOH Conc. (µg/ 

mL) Abs Media D. P CV %

1 Sol. mãe 2 12 0,525 0,538 0,539 0,53 0,01 1,46

2 P1 2 6 0,622 0,624 0,615 0,62 0,00 0,76
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3 P2 2 3 0,654 0,668 0,671 0,66 0,01 1,37

4 P3 2 1,5 0,686 0,690 0,684 0,69 0,00 0,44

5 P4 2 0,75 0,693 0,695 0,707 0,70 0,01 1,08

E. florida

Ponto DPPH 
(mL) MeOH Conc. (µg/ 

mL) Abs Media D. P CV %

1 Sol. mãe 2 12 0,489 0,492 0,488 0,49 0,00 0,43

2 P1 2 6 0,633 0,631 0,631 0,63 0,00 0,18

3 P2 2 3 0,706 0,710 0,708 0,71 0,00 0,28

4 P3 2 1,5 0,720 0,723 0,721 0,72 0,00 0,21

5 P4 2 0,75 0,734 0,744 0,745 0,74 0,00 0,82

Legenda: DPPH = 2,2 – difenil-1-picril-hidrazil; MeOH = metanol; Conc. = concentração; Abs. 
absorbância; D. P = desvio padrão; CV = Coeficiente linear; Sol. mãe= solução mãe.

Fonte: Próprio autor

Figura 13 Curva de concentração DPPH da fração butanol das folhas secas e moídas de Cecropia 
pachystachya, Vernonia amygdalina e Eugenia florida.

C. pachystachia
R2 = 0,9999
y = - 0,0146 x + 0,7085. 
CI50 = 23,04 mg/ mL

V. amygdalina
R2= 0,9797
y=- 0,017 x + 0,7603 
CI50= 22,48 mg/ mL

E. florida
R2 = 0,9936
y= - 0,0224 x + 0,7627 
CI50= 17,44 mg/ mL

Fonte: próprio autor
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Tabela 10 Dados utilizados para construção da curva de concentração DPPH da fração hexano das 
folhas secas e moídas Vernonia amygdalina, Cecropia pachystachya e Eugenia florida.

V. amygdalina

Ponto DPPH
(mL) MeOH

Conc. 
(µg/ 
mL)

Abs Media D. P CV %

1 Sol mãe 2 12 0,542 0,540 0,534 0,54 0,00 0,77

2 P1 2 6 0,646 0,649 0,644 0,65 0,00 0,39

3 P2 2 3 0,754 0,757 0,750 0,75 0,00 0,47

4 P3 2 1,5 0,765 0,760 0,763 0,76 0,00 0,33

5 P4 2 0,75 0,775 0,780 0,774 0,78 0,00 0,41

C. paschystachya

Ponto DPPH
(mL) MeOH

Conc. 
(µg/ 
mL)

Abs Media D. P CV %

1 Sol mãe 2 12 0,154 0,167 0,174 0,17 0,01 6,15

2 P1 2 6 0,335 0,336 0,340 0,34 0,00 0,79

3 P2 2 3 0,446 0,443 0,438 0,44 0,00 0,91

4 P3 2 1,5 0,501 0,510 0,508 0,51 0,00 0,93

5 P4 2 0,75 0,534 0,532 0,537 0,53 0,00 0,47

E. florida

Ponto DPPH
(mL) MeOH

Conc. 
(µg/ 
mL)

Abs Média D. P CV %

1 Sol mãe 2 12 0,637 0,640 0,646 0,64 0,00 0,71

2 P1 2 6 0,690 0,690 0,696 0,69 0,00 0,50

3 P2 2 3 0,726 0,731 0,731 0,73 0,00 0,40

4 P3 2 1,5 0,746 0,746 0,745 0,75 0,00 0,08

5 P4 2 0,75 0,753 0,756 0,755 0,75 0,00 0,20

Legenda: DPPH = 2,2 – difenil-1-picril-hidrazil; MeOH = metanol; Conc. = concentração; Abs = 
absorbância; D. P = desvio padrão; CV = coeficiente de variação

Fonte: Próprio autor
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Figura 14 Curva de concentração DPPH do extrato das folhas secas e moídas fração hexano de 
Vernonia amygdalina, Cecropia pachystachya e Eugenia florida.

V. amygdalina
R2= 0,9780
y = - 0,022 x + 0,7979 
CI

50
= 14,99 mg/ mL 

C. pachystachya
R2= 0,9941
y=- 0,0327 x + 0,5493. 
CI

50 = 5,42 mg/ mL 

E. florida
R2= 0,9926
y= -0,0102 x + 0,7598. 
CI

50 = 38,01 mg/ mL

Fonte: próprio autor

Tabela 11 Dados utilizados para construção da curva de concentração DPPH da fração acetato de etila 
das folhas secas e moídas de Eugenia florida e Cecropia pachystachya.

E. florida

Ponto DPPH (mL) MeOH Conc. 
(µg/ mL) Abs Média D. P CV %

1 Sol. mãe 2 12 0,332 0,333 0,334 0,33 0,00 0,30

2 P1 2 6 0,508 0,518 0,512 0,51 0,01 0,98

3 P2 2 3 0,617 0,624 0,610 0,62 0,01 1,13

4 P3 2 1,5 0,676 0,679 0,685 0,68 0,00 0,67

5 P4 2 0,75 0,707 0,715 0,713 0,71 0,00 0,59

C. pachystachya

Ponto DPPH (mL) MeOH Conc. 
(µg/ mL) Abs Média D. P CV %

1 Sol. mãe 2 12 0,066 0,067 0,062 0,07 0,00 4,07

2 P1 2 6 0,239 0,236 0,231 0,24 0,00 1,72

3 P2 2 3 0,351 0,349 0,344 0,35 0,00 1,04

4 P3 2 1,5 0,406 0,417 0,412 0,41 0,01 1,34
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5 P4 2 0,75 0,451 0,430 0,445 0,44 0,01 2,45

Legenda: DPPH = 2,2 – difenil-1-picril-hidrazil; MeOH = metanol; Conc. = concentração; Abs = 
absorbância; D. P = desvio padrão; CV = coeficiente de variação

Fonte: Próprio autor

Figura 15 Curva de concentração DPPH da fração acetato de etila das folhas secas e moídas de 
Cecropia pachystachya e Eugenia florida

.

C. pachystachya
R2= 0,9923 
y =- 0,0334 x + 0,4559
CI50 = (2,51 mg/ mL).

E. florida
R2= 0,9936 
y = - 0,0334 x + 0,7262
CI50= 10,60 mg/ mL

Fonte: Próprio autor

Tabela 12 Dados utilizados para construção da curva de concentração DPPH da fração diclorometano 
das folhas secas e moídas Vernonia amygdalina.

V. amygdalina

Ponto DPPH
(mL) MeOH Conc. 

(µg/ mL) Abs Média D. P CV %

1 Sol mãe 2 12 0,474 0,447 0,450 0,46 0,01 3,24

2 P1 2 6 0,575 0,578 0,572 0,58 0,00 0,52

3 P2 2 3 0,660 0,670 0,669 0,67 0,01 0,83

4 P3 2 1,5 0,690 0,685 0,695 0,69 0,00 0,72

5 P4 2 0,75 0,740 0,759 0,752 0,75 0,01 1,28

Legenda: DPPH = 2,2 – difenil-1-picril-hidrazil; MeOH = metanol; Conc. = concentração; Abs = 
absorbância; D. P = desvio padrão; CV = coeficiente linear

Fonte: Próprio autor
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Figura 16 Curva de concentração DPPH da fração diclorometano das folhas secas e moídas de 
Vernonia amygdalina

V. amygdalina
R2= 0,9727 
y= - 0,0247 x + 0,7424. 
CI50 = 14,99 mg/ mL

Fonte: Próprio autor
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5 Conclusão
A pandemia do COVID-19 é uma ameaça significativa para a vida humana em todo 

o mundo. Como ainda não existe cura ou tratamento eficaz conhecido para o COVID-19, 
todas as terapêuticas potenciais e estratégias de prevenção que possam reduzir a 
incidência ou gravidade da infecção são de vital importância. Terapias anti-inflamatórias, 
enfoque do estado nutricional, ingestão de nutrientes e alimentos podem exercer efeitos 
anti-inflamatórios, imunomoduladores, antitrombóticas e antioxidantes podem prevenir ou 
atenuar as manifestações inflamatórias e vasculares associadas ao COVID-19. Assim, 
compostos com propriedades antioxidantes podem ser considerados na tentativa de reduzir 
a “tempestade” de citocinas associadas à infecção pelo referido vírus (DIAS et al, 2020).

A análise preliminar da atividade antioxidante, concentração inibitória efetiva 
necessária para sequestrar 50% dos radicais DPPH da solução (CI50), determinação de 
concentração de substâncias fenólicos e flavonóides foliares totais das frações oriundas 
das frações e dos extratos brutos etanólicos individuais de folhas secas e moídas de 
Vernonia amygdalina (Delile) Sch.Bip. ex Walp, Cecropia pachystachya Trécul e Eugenia 
florida DC permitiu observar que o uso de diferentes solventes afeta na transferência 
de elétrons e de átomos de hidrogênio e, consequentemente, influenciam no potencial 
antioxidante. Provavelmente, a presença de compostos não antioxidantes nas soluções 
testadas também afete no resultado.

O extrato bruto e a fração acetato de etila (47%) de Cecropia pachystachya (56%); 
a fração acetato de etila (35%) e butanol (38%) de Eugenia florida e as frações hexano (18 
%) e acetato de etila (28 %) de Vernonia amygdalina apresentaram os maiores teores de 
fenólicos. A grande quantidade de teores de flavonóides em algumas frações pode explicar 
a alta concentração de fenólicos totais encontrado nas frações hexano e acetato de etila 
de Vernonia amygdalina e Cecropia pachystachya e na fração acetato de etila de Eugenia 
florida.

A capacidade do agente antioxidante de sequestrar 50% dos radicais livres DPPH 
presentes na solução (CI50) em Cecropia pachystachya foi maior na fração acetato de etila 
(2,51 mg/ mL), no extrato etanólico (3,80 mg/ mL) e na fração hexano (5,42 mg/ mL). Já 
na fração butanol houve uma diminuição da capacidade antioxidante (23,04 mg/ mL). Vale 
ressaltar que a fração acetato de etila de Cecropia pachystachya apresentou a o maior de 
teor de flavonóides (8,80%). Já a CI50 de Vernonia amygdalina foi maior na fração hexano 
e diclorometano ambas com 14,99 mg/ mL) do que no extrato bruto etanólico (27,25 mg/ 
mL) e fração butanol (CI50= 22,48 mg/ mL).

Apesar deste estudo ter sido realizado no Laboratório da Plataforma Agroecológica 
de Fitomedicamentos da Fiocruz, infelizmente, houve atraso para apresentação dos 
resultados devido ao COVID, problemas técnicos em alguns equipamentos o que 
ocasionaram mudanças no desenvolvimento da pesquisa. Pretende-se, futuramente, 
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realizar estudos adicionais que quantifiquem outras classes de metabólitos com ação 
antioxidante nas espécies estudadas, obter as frações diclorometano e acetato de etila 
de Cecropia pachystachya e Eugenia florida e determinar o CI50; calcular o CE50; avaliar 
o potencial antioxidante da mistura das frações mais ativas e a realizar testes anti-
inflamatórios com os extratos e frações isolados e associados.
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