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RESUMO 

A espécie Calotropis procera (Aiton) W. T Aiton (Apocynaceae), planta cujo nome usual 

“ciúme”, é uma erva daninha comum em terrenos baldios e é comumente utilizada como 

ferramenta terapêutica alternativa para o tratamento ou prevenção de doenças hepáticas, úlceras 

e até tumores. O presente estudo teve como principal objetivo realizar uma triagem fitoquímica, 

avaliar a atividade antioxidante, atividade antimicrobiana e os teores de fenólicos e de 

flavonoides totais presentes no extrato hidroalcóolico obtido do caule da espécie C.  procera. 

A extração hidroalcóolica do caule foi feita por maceração com solução de etanol e água (7:3). 

A análise preliminar da composição química (triagem fitoquímica) foi feita por testes in vitro 

com reagentes específicos para as diferentes classes de constituintes químicos. A quantificação 

dos fenólicos e flavonoides totais foi feita por espectrofotometria na região do visível. A 

avaliação da atividade antioxidante foi realizada pelo método de sequestro de radicais livres 

DPPH. A avaliação da atividade antimicrobiana foi feita in vitro com o extrato hidroetanólico. 

Foi realizada também a quantificação de compostos fenólicos e flavonoides totais. Os 

resultados da prospecção química demonstraram a presença de fenóis, flavonas, flavonóis, 

esteroides e saponinas no extrato hidroalcóolico. Os resultados obtidos demonstraram que C. 

procera é rica em compostos fenólicos com uma concentração de 54,21 µg/ml e possui uma 

atividade antioxidante de um CE50 de 432,531 μg.mL-1. A análise da atividade antimicrobiana 

revelou que o extrato hidroetanólico de C. procera apresenta moderada atividade aos 

microrganismos testados em relação a concentração inibitória mínima e apresentou baixa 

atividade para Pseudomona aeruginosa e moderada atividade contra Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Salmonella sp. em relação a concentração bactericida mínima. O 

extrato hidroalcóolico do caule de C. procera mostrou grande potencial para sua aplicação 

como antioxidante, antimicrobiano natural e fonte de estudos posteriores com finalidades 

fitoquímica e farmacológica. 

Palavras-chave: Calotropis procera. Atividade antioxidante. Compostos fenólicos. 
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ABSTRACT 

The species Calotropis procera (Aiton) W. T Aiton (Apocynaceae), a plant whose usual name 

“jealousy”, is a common weed in wasteland and is commonly used as an alternative therapeutic 

tool for the treatment or prevention of liver diseases, ulcers and even tumors. The present study 

had as main objective to perform a phytochemical screening, to evaluate the antioxidant 

activity, antimicrobial activity and the contents of phenolic and total flavonoids present in the 

hydroalcoholic extract obtained from the stem of the species C. procera. The hydroalcoholic 

extraction of the stem was done by maceration with a solution of ethanol and water (7: 3). The 

preliminary analysis of the chemical composition (phytochemical screening) was done by in 

vitro tests with specific reagents for the different classes of chemical constituents. The 

quantification of phenolics and total flavonoids was performed by spectrophotometry in the 

visible region. The evaluation of antioxidant activity was carried out using the DPPH free 

radical scavenging method. The evaluation of the antimicrobial activity was done in vitro with 

the hydroethanolic extract. The quantification of phenolic compounds and total flavonoids was 

also performed. The results of chemical prospecting demonstrated the presence of phenols, 

flavones, flavonols, steroids and saponins in the hydroalcoholic extract. The results obtained 

showed that C. procera is rich in phenolic compounds with a concentration of 54.21 µg / ml 

and has an antioxidant activity of an EC50 of 432.531 μg.mL-1. The analysis of antimicrobial 

activity revealed that the hydroethanolic extract of C. procera presents moderate activity to the 

microorganisms tested in relation to the minimum inhibitory concentration and presented low 

activity for Pseudomona aeruginosa and moderate activity against Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Salmonella sp. in relation to the minimum bactericidal concentration. 

The hydroalcoholic extract of the stem of C. procera showed great potential for its application 

as an antioxidant, natural antimicrobial and a source of further studies for phytochemical and 

pharmacological purposes. 

Keywords: Calotropis procera. Antioxidant activity. Phenolic compounds. 
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1. INTRODUÇÃO 

A Calotropis procera (Aiton) W. T Aiton, durante muito tempo pertenceu à família 

Asclepiadaceae sensu strictu, mas atualmente pertence à família Apocynaceae, subfamília 

Asclepiadoideae. Também é conhecida popularmente como flor de seda, ciúme, algodão de 

seda, lã de seda, algodão da praia, leiteira, paina-de-sapo, paina-de-seda, saco-de-velho, 

queimadeira, pé-de-balão e janaúba.  O nome do gênero, Calotropis, vem do latim "kalos" que 

significa bonito e "tropis" que significa quilha, relativo às cinco partes que irradiam uma 

estrutura pentagonal central de cada flor. Possui uma ampla distribuição geográfica, se 

espalhando pelas regiões tropicais e subtropicais de todo o mundo. É nativa da África tropical, 

Índia, Pérsia, Madagascar, Península Arábica e Sudoeste da Ásia. Encontra-se atualmente 

naturalizada no norte da Austrália, Tailândia, Vietnã, em muitas ilhas do Pacífico, no México, 

nas Ilhas do Caribe, na América Central e do Sul (MOREIRA FILHO;VIANA, 2007; 

TABATINGA FILHO, 2008; OLIVEIRA; SOUTO, 2009; COSTA et al., 2009; OLIVEIRA 

BENTO, 2012). Introduzida no Brasil com fins ornamentais em 1900, em Recife (INSTITUTO 

HÓRUS, 2013), encontra-se aclimatada, inclusive na Caatinga do sertão nordestino, podendo 

ser encontrada em muitos estados da região Nordeste e nos estados de Minas Gerais, São Paulo, 

Espírito Santo, Mato Grosso, Rio de Janeiro, Goiás e Distrito Federal (MOREIRA FILHO; 

VIANA, 2007).  

Em relação às características botânicas, C. procera pode atingir de 2,5 a 6,0 metros 

de altura, possuindo uma ou poucas hastes e poucos galhos, seu caule corticiforme parece ser 

uma grande adaptação morfofisiológica que reduz a perda de água excessiva para o meio, 

funcionando também como isolante térmico e ação direta dos ventos, apresenta fissuras ou 

sulcos que pode permitir a troca controlada com o meio, além de caule seroso que reduz o 

ataque de insetos. O sistema radicular é bastante desenvolvido, com raiz principal pivotante 

que pode atingir de 1,7 a 3,0 metros de comprimento em solos arenosos de deserto (KISSMAN; 

GROTH, 1992).  

Estudos fitoquímicos de folhas de Calotropis procera apresentaram ocorrência de 

glicosídeos flavônicos, glicosídeos cardiotônicos, esteroides, triterpenos e polifenóis (A VAZ, 

A. et al, 2001), corroborando com os estudos de Khan e Malik (1989); Basu et al. (1992); 

Hussein et al. (1994) e Tanira et al. (1994) que detectaram nas folhas com látex, glicosídeos 

flavônicos, glicosídeos cardiotônicos e esteroides / triterpenos (procesterol).  
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A parte aérea de C. procera tem sido largamente utilizada, principalmente no Oriente, 

para tratar muitas doenças como, por exemplo, artrite, diabetes, hepatotoxidade e câncer 

incluindo a hanseníase (SINGHAL; KUMAR, 2009) além de ser utilizada para distúrbios do 

sono, epilepsia e úlceras (RASIK et al., 1999).  

O estudo das cascas do tronco de C. procera demonstrou propriedades antitussígena, 

anti-inflamatória e ação protetora da mucosa gástrica em úlceras causadas por ácido 

acetilsalicílico, etanol, e ainda, atividade antiproliferativa de células tumorais (DIEYE et al., 

1993; MAGALHÃES et al., 2010; TOUR; TABELE, 2011). Testes farmacológicos realizados 

com as folhas da C. procera têm mostrado atividades do tipo hipotensora, antipirética, 

analgésica e anti-inflamatória. Atividade antibacteriana contra cepas de Klebsiella 

pneumoniae, Shigella flexneri, Hafinia alvei e staphylacoccus aureus. Atividade 

anticolinérgica muscarínica, antifúngica e inseticida (TANIRA et al., 1994; MESHRAM, 1995; 

COSTA, 2002; COSTA, 2003; OLIVERIA, 2004; BARROS et al.; 2013). 

De acordo com Basu e Nag Chaudhuri (1991) a atividade de extratos clorofórmicos 

das raízes mostrou que estes possuem potencial anti-inflamatório em doses menores (de 5 e 15 

mg/kg por via i.p.) que a aspirina. Além disso, Setty e colaboradores (2007) constataram o 

efeito hepatoprotetor e antioxidante do extrato hidroalcóolico das flores do algodão-de-seda, 

efeito este conseguido com doses menores para o paracetamol (2g/kg), enquanto que do 

algodão de seda foram utilizadas doses de 200 e 400 mg/kg por via oral. 

Diversos estudos têm demonstrado que o consumo de substâncias antioxidantes na dieta 

pode produzir uma ação protetora contra os danos causados pelos processos oxidativos 

celulares (SHARMA, 2013). Dessa forma, pesquisas que visam à substituição dos 

antioxidantes comerciais, através da aplicação de substâncias naturais vegetais, vem ganhando 

espaço em estudos acadêmicos (SOUSA et al., 2007), devido o interesse de desenvolvimento 

de produtos mais eficazes e menos tóxicos à saúde e ao ambiente. 

Muitas das funções fisiológicas humanas podem ser alteradas principalmente devido 

aos radicais livres e outros oxidantes, evidências tem indicado o papel chave dessas substâncias 

como sendo os principais responsáveis pelos processos de envelhecimento e também 

associação com doenças degenerativas como o câncer, declínio do sistema imune e doenças 

cardiovasculares (SOUSA et al., 2007).  

Radicais livres (RLs) são espécies compostas de um ou uma associação de átomos, 

possuindo um elétron desemparelhado em sua camada de valência. Esse desemparelhamento 
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traz uma alta instabilidade, sendo que, para manter a estabilidade precisam doar ou retirar um 

átomo de outra molécula (HIRATA et al., 2004).Os RLs podem ser formados no citoplasma, 

nas mitocôndrias e o alvo celular (proteínas, lipídeos, carboidratos e DNA) está diretamente 

relacionado com o seu sítio de formação, sendo a geração de RL um processo contínuo e 

fisiológico. Se os RLs não reagem entre si, na intenção de obter estabilidade, eles captam um 

átomo de uma molécula saudável, formando um novo RL. Com isso, inicia-se uma reação em 

cadeia, que irá danificar muitas células, podendo ser ilimitado, caso não haja o auxílio dos 

antioxidantes (SANTOS et al., 2014). 

Atualmente, existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido, 

principalmente, às descobertas do efeito dos radicais livres no organismo. As substâncias 

antioxidantes retardam ou inibem a velocidade de oxidação de maneira eficaz e, 

consequentemente, reduzem os danos celulares causados pelas ERO (espécies reativas de 

oxigênio) e ERN (espécies reativas de nitrogênio), combatendo as doenças causadas por esses 

danos. Assim, o sucesso das investigações de plantas com potencial antioxidante está 

diretamente relacionado com a melhoria da qualidade de vida do ser humano 

(VASCONCELOS et al., 2015). 

Em decorrência da grande diversidade química existente, em especial entre os 

compostos fenólicos, vários ensaios têm sido desenvolvidos para avaliação da capacidade 

antioxidante de amostras. Sendo os mais populares o 2,2-Azinobis-3- 23 etilbenzotiazolina-6-

sulfonato (ABTS), 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), Oxygen Radical Absorbancy 

Capacity (ORAC) e o Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP). Estes ensaios diferem em 

relação ao mecanismo de ação, às espécies-alvo, às condições reacionais e na forma como os 

resultados são expressos. Não existe um procedimento metodológico universal, este fato impõe 

a necessidade de avaliar a capacidade antioxidante por diferentes ensaios, com fundamentos e 

mecanismos de ação diferentes (OLIVEIRA et al. 2009). 

O DPPH é rotineiramente utilizado para avaliar o potencial de eliminação de radicais 

livres de uma molécula antioxidante e considerado como padrão entre os métodos 

colorimétricos. Comumente é usado para medir atividade antioxidante de grãos e farelo de 

trigo, vegetais, ácidos linoleicos, ervas, óleos de sementes em diferentes sistemas de solventes, 

incluindo etanol, acetona, metanol e benzeno (CHENG et al., 2006). DPPH é um radical estável 

em solução de cor roxa com absorção a 515 nm em metanol. Este ensaio baseia-se no princípio 

de que o DPPH recebe um átomo de hidrogênio (H) da molécula doadora, isto é, antioxidante, 
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resultando na redução do DPPH para DPPH2, a cor roxa muda para amarelo com concomitante 

diminuição da absorção. A mudança de cor é monitorada por espectrofotometria e utilizada 

para a determinação de parâmetros para propriedades antioxidantes (MISHARA et al., 2011). 

As plantas produzem uma grande diversidade de produtos secundários, e aqueles que 

contêm um grupo fenol, um grupo hidroxila funcional em um anel aromático são chamados de 

compostos fenólicos. Estão quase inteiramente presentes nas plantas e são conhecidos por 

acumularem-se em diferentes partes das plantas (LIU; QI; CHEN, 2019). Dentre os fenóis 

existentes, podemos destacar os flavonoides, ácidos fenólicos, fenóis simples, cumarinas, 

taninos, ligninas e tocoferóis como os mais abundantes antioxidantes fenólicos de fonte natural 

(ANGELO et al., 2007). Esses compostos atuam como antioxidantes, não somente pela sua 

habilidade em doar elétrons ou hidrogênio, mas também em virtude de seus radicais 

intermediários estáveis, que impedem a oxidação de vários ingredientes do alimento, 

principalmente de lipídios (BRAND WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Os 

compostos antioxidantes estão naturalmente presentes em frutas, sendo que algumas 

apresentam altas concentrações de determinados grupos (ALMEIDA et al., 2006). 

A classe dos flavonoides constitui a maior classe de fenólicos vegetais e apresenta 

grande diversidade estrutural, principalmente no grupo das angiospermas. Sua quantidade varia 

dependendo do órgão que se encontra na planta, os flavonoides de flores podem ser diferentes 

dos que estão em frutos, folhas e galhos (SIMÕES et al., 2000), além de ocorrer variação entre 

diferentes espécies. 

A formação dos flavonoides é acelerada pela luz, sendo que uma de suas atividades é 

a de proteção contra os raios ultravioleta (UV). A atividade antioxidante designada aos 

flavonoides se deve às suas propriedades redutoras, pela sua estruturação química. Essa 

estrutura é importante no sequestro de radicais livres e quelação de metais de transição, agindo 

assim, tanto na etapa de iniciação quanto na propagação do processo oxidativo (REZENDE, 

2008). 

De acordo com Taiz e Zeiger (2009) existem quatro grupos principais de flavonoides: 

as antocianinas, flavonas, flavonóis e as isoflavonas. As antocianinas são os pigmentos 

encontrados nos vegetais, responsáveis principalmente pelas cores roxa, vermelha, rosa e azul, 

enquanto que flavonas e flavonóis atuam protegendo muitas espécies da luz ultravioleta (UV). 

Dentre os flavonoides já estudados, uma grande diversidade apresenta efeitos biologicamente 

importantes à saúde como ações antioxidantes, anticarcinogênica, anti-ulcerativa, anti-
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trombótica, anti-inflamatória, antimicrobiana, imunomoduladora, vasodilatadora e analgésica 

(REZENDE, 2008).  

Com o aumento da resistência bacteriana às múltiplas drogas antimicrobianas surge a 

preocupação e a procura de novas alternativas terapêuticas, como fonte importante para 

obtenção destes medicamentos. A atividade antimicrobiana de extratos e óleos essenciais de 

plantas medicinais foi comprovada em vários estudos realizados em países que possuem uma 

flora diversificada (NOVAIS et al., 2003).  

De acordo com a Organização Mundial da Saúde – OMS os remédios extraídos de 

plantas são utilizados por 80% da população mundial, em especial nas áreas rurais dos países 

em desenvolvimento ou em locais em que a população não tem acesso ou condições de adquirir 

medicamentos. No Brasil, um número significativo de plantas é usado na forma de extratos 

brutos para o tratamento de infecções comuns embora, poucas evidências científicas sejam 

relatadas comprovando a eficácia desse tratamento (LIMA et al., 2006).  

As plantas que constituem o gênero Calotropis contêm compostos com uma variedade 

muito grande de efeitos biológicos. Entretanto, existem poucos dados na literatura sobre o 

potencial dos efeitos antioxidantes e antimicrobianos de extratos do caule da espécie C. 

procera. Considerando a importância dos compostos fenólicos como fármacos com atividade 

antioxidante, objetivou-se neste trabalho identifi car a presença de compostos fenólicos em 

C. procera, além de verificar a atividade antioxidante através do método de DPPH e atividade 

antimicrobiana do extrato. 
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2. OBJETIVOS  

2.1 GERAL  

Investigar o perfil fitoquímico, a quantidade de compostos fenólicos e flavonoides e as 

atividades antioxidante e antimicrobiana de extrato de caule de Calotropis procera (Aiton) W. 

T. Aiton. 

 

2.2 ESPECÍFICOS  

a) Realizar triagem fitoquímica do extrato hidroalcóolico de Calotropis procera para avaliar 

qualitativamente sua composição; 

b) Quantificar os compostos fenólicos: fenóis totais e flavonoides totais; 

c) Avaliar a atividade antioxidante do extrato bruto hidroalcóolico do caule da Calotropis 

procera por meio do método de DPPH; 

d) Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato bruto hidroalcóolico do caule da 

Calotropis procera. 
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3 METODOLOGIA 

3.1 OBTENÇÃO DO EXTRATO 

O caule da C. procera (Figura 1) foi coletado no Aterro do Bacanga em São Luís – 

Maranhão, a espécie vegetal encontra-se incorporada ao acervo do Herbário Ático Seabra da 

Universidade Federal do Maranhão. O caule coletado foi cortado em pedaços, triturado com o 

auxílio de moinho de facas para obtenção de um material com pedaços menores e em seguida 

foram secos em estufa a 50° por 48 horas. O extrato foi obtido através do processo de 

maceração com etanol e água, EtOH:H2O (7:3), de acordo com a Farmacopeia Brasileira. Com 

auxílio de um evaporador rotativo o mesmo foi concentrado para a obtenção do extrato bruto 

do caule da Calotropis procera. Em seguida, o extrato passou pelo processo de liofilização 

com o objetivo de se obter um extrato seco a partir da retirada da água, conservando suas 

propriedades sem causar danos em sua integridade. 

Figura 1: Calotropis procera (Aiton) W. T Aiton. 

 

Fonte: Próprio autor 

 

3.2 TRIAGEM FITOQUÍMICA (MATOS, ABREU 1997) 

Na triagem fitoquímica foram realizados testes qualitativos para identificação dos 

principais metabólitos presentes no extrato hidroalcóolico do caule da C. procera. 
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3.2.1 IDENTIFICAÇÃO DE TANINOS E FENÓIS 

A identificação de taninos e fenóis foi realizada a partir da reação com sais de ferro. 

Em um tubo de ensaio foi adicionado 1 ml da amostra solubilizada, 10 ml de água deionizada 

e 3 gotas de uma solução alcóolica de cloreto férrico. O ensaio é positivo para fenóis quando 

há o aparecimento de uma coloração variável entre o azul e o vermelho é positivo quando há o 

aparecimento de um precipitado de coloração azul para taninos hidrolisáveis ou verde para 

taninos condensados. 

 

3.2.2 IDENTIFICAÇÃO DE ALCALOIDES (COSTA, 2000) 

A identificação de alcaloides foi feita através de teste preliminar com o reagente de 

Dragendorff. Foram adicionados 10 ml de ácido clorídrico diluído em cerca de 200 mg de 

amostra, com posterior aquecimento até a fervura. A mistura foi filtrada a quente e em tubo de 

ensaio foram adicionados aproximadamente 3 ml do filtrado obtido, acrescentando-se 3 gotas 

do reagente de Dragendorff. O teste é positivo quando há a formação de precipitado ou turvação 

da solução.  

 

3.2.3 IDENTIFICAÇÃO DE FLAVONOIDES, ANTOCIANINAS E 

ANTOCIANIDINAS  

 A identificação de flavonoides foi realizada utilizando-se três tubos de ensaio com as 

amostras e acidificando uma delas a pH 3, alcalinizando outra a pH 8,5 e a terceira a pH 11. A 

tabela a seguir apresenta os resultados possíveis de acordo com a coloração que a amostra terá 

após o teste. 

Tabela 1:  Relação da coloração das amostras (em diferentes concentrações de pH) com os 

constituintes. 

Constituintes Ácido (pH 3) Alcalino (pH 8,5) Alcalino (pH 11) 

Antocianinas e Antocianidinas Vermelha Lilás Azul-púrpura 

Flavonas, Flavonóis e Xantonas - - Amarela 

Chalconas e Auronas Vermelha - Verm. púrpura 

Flavanonóis - - Verm. laranja 

Fonte: Matos, adaptada (1997) 

3.2.4 IDENTIFICAÇÃO DE SAPONINAS  

Para identificação de saponinas foi preparada uma solução extrativa 1% (m/v), 

aquecendo-se a amostra juntamente com água durante 30 minutos (decocção). Posteriormente, 
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a mistura foi filtrada e o filtrado foi transferido para um tubo de ensaio, e foi agitado 

vigorosamente. Após esse procedimento, o tubo permaneceu em repouso durante 15 minutos. 

O teste é positivo quando há a formação de anel de espuma (1 a 2 cm de altura) e essa espuma 

permanece após transcorrer o tempo de repouso. 

 

3.2.5 IDENTIFICAÇÃO DE ESTEROIDES E TRITERPENÓIDES 

O extrato seco foi diluído em 2 ml de clorofórmio, depois foi filtrado em um funil 

fechado com um algodão no fundo coberto com alguns decigramas de Na2SO4 anidrido, a 

amostra foi passada para um tubo de ensaio seco e adicionado 1 ml de anidrido acético e logo 

em seguida três gotas de H2SO4. A presença de uma coloração azul evanescente seguida de 

verde indica presença de esteroides livres, já a coloração vermelha indica triterpenoides 

pentacíclicos livres. 

 

3.2.6 IDENTIFICAÇÃO DE LEUCOANTOCIANIDINAS, CATEQUINAS E 

FLAVONONAS 

Foram utilizados dois tubos de ensaio no primeiro foi acidificado com HCl até o pH 3 

e o outro foi alcalinizado com NaOH até o pH 11, em seguida os dois tubos foram aquecidos. 

O aparecimento da cor vermelha ou pardo-amarelada na amostra acidificada indica a presença 

de leucoantocianidinas e catequinas, respectivamente, já o aparecimento da cor vermelha 

laranja indica a presença de flavonas.   

 

3.2.7 IDENTIFICAÇÃO DE FLAVONÓIS, FLAVANONAS, FLAVONONÓIS E 

XANTONAS  

Foi adicionado ao extrato diluído em água uma fita de magnésio e em seguida 0,5 ml 

de HCl. A presença de uma efervescência seguida do aparecimento de uma coloração cinza 

indica a presença das substâncias em questão. 

 

3.3 QUANTIFICAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS 

A quantificação de compostos fenólicos do extrato hidroalcóolico da C. procera foi 

realizada pelo método de Folin-Ciocalteu, segundo metodologia descrita por Singleton & Rossi 

(1965). Do extrato foi dissolvido 1 mg em metanol e analisado utilizando-se o reagente de 

Folin-Ciocalteu. A quantidade total de fenóis de cada amostra foi quantificada por meio de uma 

curva padrão preparada com ácido gálico e expresso como equivalentes de ácido gálico (GAE). 

Para a reação calorimétrica, uma alíquota de 0,1 ml da solução metanólica do extrato 
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(concentração 2,0 mg.sólidos.ml-1) foi adicionada de 3,9 ml de água destilada, 1,0 ml de 

solução de carbonato de sódio a 5% e 0,1 ml do reagente Folin-Ciocalteau. A mistura foi 

agitada e incubada por 2 horas em ambiente escuro, posteriormente, a leitura da absorbância 

foi medida em comprimento de onda de 760 nm em um espectrofotômetro UV1800 

(Shimadzu®). A quantificação dos compostos fenólicos do extrato hidroalcóolico foi realizada 

em triplicata.  

 

3.4 QUANTIFICAÇÃO DE FLAVONOIDES  

A concentração de flavonoides totais foi determinada utilizando uma solução 

metanólica de cloreto de alumínio a 5% (AlCl3) por espectrofotometria (espectrofotômetro 

UV-1800 Shimadzu®) a 415nm (KALIA et al., 2008; DUTRA et al., 2014). O conteúdo de 

flavonoides do extrato foi calculado usando a equação linear obtida na curva de calibração de 

quercetina padrão e expresso em mg equivalente de quercetina por grama de extrato (mg EQ / 

g ). O conteúdo total de fenóis e flavonoides do extrato será realizado em triplicata e expresso 

como média ± desvio padrão. 

 

3.5 POTENCIAL ANTIOXIDANTE FRENTE AO RADICAL DPPH 

Este ensaio baseia-se na capacidade de sequestradora do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-

picril-hidrazila) do meio de reação pela ação dos antioxidantes presentes na amostra, de acordo 

com a metodologia descrita por Brand-Willians e Berset (1995). Uma alíquota (100µL) da 

amostra, nas concentrações 25, 75, 125, 150, 250, 500 e 1000 μg.ml -1, foram misturadas com 

3,0 ml de solução de DPPH na concentração de 40 µg.ml -1. Procedeu-se da mesma forma para 

preparação da solução denominada controle, porém substituindo-se 500µL da amostra por 

etanol. A solução denominada Branco foi utilizada solvente etanol PA. Após 30 minutos de 

incubação em temperatura ambiente, o grau de descoloração do radical DPPH foi medido 

através da leitura da absorbância em um espectrofotômetro UV1800 (Shimadzu®) no 

comprimento de onda de 517 nm. As absorbâncias obtidas foram convertidas em porcentagem 

de atividade antioxidante (AA%) através da equação 1 descrita abaixo (MENSOR et al, 2001): 

 

           % AA=
(𝐴𝐷𝑃𝑃𝐻 − 𝐴𝐴𝑀𝑂𝑆𝑇𝑅𝐴) 𝑋 100

𝐴𝐷𝑃𝑃𝐻
                         (1) 

Sendo: 

% AA: Porcentagem de atividade antioxidante 

ADPPH: Absorbância do DPPH sem a amostra e o padrão  
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AAMOSTRA: Absorbância do antioxidante a amostra 

As médias dos percentuais da atividade antioxidante da amostra e do padrão (catequina) 

foram calculadas e o gráfico da porcentagem de atividade antioxidante versus concentração foi 

construído para se obter a concentração eficiente em 50% (IC50) por regressão linear. 

3.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

3.6.1 MICRORGANISMOS TESTADOS 

Foram utilizadas cepas microbianas provenientes da “American Type Culture Collection” 

(ATCC) doadas pelo Laboratório de Microbiologia do Controle de Qualidade de Alimentos e 

Água da Universidade Federal do Maranhão (PCQA-UFMA), Escherichia coli (ATCC 25922), 

Salmonella sp. (ATCC 14028) P. aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus aureus (ATCC 

25923), esses mircorganismos foram escolhidos por apresentarem bactérias patogênicas que 

são mais comuns aos organismos e por apresentarem perfil de resistência aos antimicrobianos 

atuais. A identificação das cepas foi confirmada pelo uso de ensaios bioquímicos, seguindo as 

recomendações do manual de microbiologia clínica (MURRAY, 2003).  

 

3.6.2 PADRONIZAÇÃO DO INÓCULO 

As cepas microbianas utilizadas foram repicadas em caldo de infusão de cérebro e coração 

(BHI) e incubadas a 35ºC até atingirem fase exponencial de crescimento (4-6h). Após esse 

período, as culturas tiveram sua densidade celular ajustada em solução salina 0,85% estéril, de 

modo a se obter uma suspensão microbiana com a turbidez comparável à da solução padrão de 

McFarland 0,5 (1,5 x 10 8 UFC/ml) de acordo com as normas do Clinical and Laboratory 

Standards Institute (NCLSI, 2003). 

 

3.6.3 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) 

A concentração inibitória mínima foi realizada segundo a metodologia da diluição em caldo 

proposta pela National Committee for Clinical Laboratory Standart (NCCLS, 2003). 

Inicialmente uma alíquota do extrato na concentração de 1000 µg/ml preparados numa solução 

de dimetilsufóxido (DMSO) a 1,0% foi transferida para tubo de ensaio contendo caldo MH. 

Em seguida foram realizadas diluições seriadas resultando nas concentrações de 1000 a 50 

µg/ml. A suspensão microbiana contendo 1,5x10 8 UFC/ml das bactérias (Escherichia coli, 

Salmonella sp., P. aeruginosa e Staphylococcus aureus) foram adicionadas a cada 

concentração. Realizou-se o controle constituído apenas da solução de DMSO. Foram 

reservados tubos para controle de esterilidade do caldo e de crescimento bacteriano. Logo após 

os tubos foram incubados a 35ºC por 24 horas (TELES, 2015). Após o período de incubação, 
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foi verificada a concentração inibitória mínima do extrato, sendo definida como a menor 

concentração que visivelmente inibiu o crescimento bacteriano (ausência de turvação visível). 

 

 

 

 

3.6.4 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO BACTERICIDA MÍNIMA (CBM) 

A Concentração Bactericida Mínima (CBM), em contraste com a CIM, é a menor concentração 

necessária para inviabilizar a célula microbiana, ou seja, provocar danos irreversíveis a 

bactéria, expressa em µg/ml, que produz a morte de 99,9% das células microbianas avaliadas. 

A determinação da CBM foi realizada pelo método de Pour-Plate. Essa técnica consiste na 

semeadura de inóculo microbiano na superfície de ágar Plate-Count (TELES, 2015). De forma 

asséptica, foi semeado inóculo (50µl) obtido dos tubos de macro diluição usadas para 

determinação da CIM, que não apresentarem turvação visível. O inóculo foi espalhado em toda 

a superfície do meio com o auxílio da alça de Drigauski, os ensaios foram realizados em 

triplicata. Após incubação a 35°C durante 24h, foi feita a contagem das colônias crescidas na 

superfície do ágar, onde foram considerados seguintes critérios: 

● Ausência de crescimento do microrganismo no meio de cultura ou detecção de crescimento 

até 20 UFC, igual à ação bactericida. 

● Crescimento do microrganismo no meio de cultura acima de 20 UFC, igual à ação 

bacteriostática. 

● O surgimento de colônias em uma concentração indica que a mesma não conseguiu inibir 

ou eliminar 99.9% ou mais do inóculo utilizado. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 ANÁLISE DA TRIAGEM QUÍMICA 

Por meio das reações de triagem fitoquímica (Figura 2) foi possível detectar a presença 

de fenóis, taninos, esteroides, flavonas, flavonóis, xantonas e saponinas nas quais estão 

dispostas na tabela 2. 

Na reação de detecção de fenóis e taninos houve o aparecimento de uma coloração 

avermelhada com um precipitado verde indicando a presença dos mesmos. 

Na reação de detecção das flavonas, flavonóis e xantonas houve o aparecimento da 

coloração amarela no tubo com amostra alcalina de pH 11 identificando a presença das 

substâncias. 

No teste de Liebermann-Burchard para esteroides e triterpenóides o resultado foi 

positivo, com o final da reação a solução apresentando uma coloração esverdeada indicando a 

presença dos compostos.  

 

Tabela 2 - Resultados do perfil fitoquímico do extrato hidroalcóolico da Calotropis procera. 

*Forte:+++ Médio:++ Fraco:+ Ausente:O 

CONSTITUINTES RESULTADOS 

 

INTENSIDADE* 

Fenóis 

Taninos hidrolisáveis 

Taninos condensados 

Antocianinas e antocianidinas 

Flavonas, flavonóis e xantonas 

Chaconas e auronas 

Leucoantocianidinas 

Catequinas 

Flavanonas 

Esteroides 

Triterpenoides 

Saponinas 

Alcaloides  

Positivo 

Negativo 

Positivo 

Negativo 

Positivo  

Negativo 

Negativo 

Negativo 

Negativo 

Positivo 

Negativo 

Positivo 

Negativo 

++  

O 

++ 

O 

++ 

O 

O 

O 

O 

+++ 

O 

++ 

O 

Fonte: Próprio autor. 
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Figura 2: Resultados dos testes fItoquímicos (B) teste em branco (água e cloreto férrico), (1) fenóis e 

taninos condensados, (2,3,4) antocianinas, antocianidinas e flavonoides, (5) flavonóis, flavonas, e 

xantonas, (6) esteroides e triterpenóides, (7) saponinas e o (8) alcaloides. 

Fonte: Próprio autor. 

 

4.2 CONTROLE ANALÍTICO 

4.2.1 CURVA PADRÃO DE ÁCIDO GÁLICO 

Na determinação de compostos fenólicos totais, elaborou-se uma curva padrão de ácido 

gálico (Figura 3), com ajuste linear (R) de 0,9981 e a equação da reta conforme apresentada na 

Equação (2). 

 

Figura 3: Curva padrão de ácido gálico utilizada para quantificação dos compostos fenólicos totais. 

 

               Fonte: Próprio autor. 

y = 0,0041x + 0,0104                                            (2) 
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4.2.2 CURVA PADRÃO DE QUERCETINA 

A curva padrão de catequina (Figura 4), obtida para quantificação de flavonoides totais, 

apresentou a Equação (3) como equação da reta e um ajuste linear (R2) de 0,9999. 

 

Figura 4- Curva padrão de quercetina utilizada para quantificação dos flavonoides totais 

 

      Fonte: Próprio autor. 

 

Y = 0,004x + 0,062                                                 (3) 

 

4.3 COMPOSTOS FENÓLICOS TOTAIS E FLAVONOIDES TOTAIS 

As médias das triplicatas do conteúdo de compostos fenólicos totais e flavonoides 

totais, extraídos da amostra são observadas na Tabela 3. A concentração de fenólicos totais de 

54,21 μg/ml é um resultado muito significativo já que a concentração de compostos fenólicos 

totais encontrados em outras partes da planta, como por exemplo das folhas 87,44 μg / ml 

realizado no trabalho de Mehmood et al., (2020),  são ligeiramente maiores, portanto a 

utilização do extrato hidroalcóolico do caule da C. procera tem grande potencial de ser uma 

fonte considerável de compostos fenólicos. 

A concentração de flavonoides de 23,25 μg/ml por sua vez mostra-se bem menor do 

que as encontradas em outras partes da planta como das folhas realizado no trabalho de Usman, 

A. et al., (2020) no qual apresentou uma concentração de 96,90 μg/ml. O etanol é um solvente 

com polaridade média, em vista de que o flavonoide ser um composto com alta polaridade, um 

solvente com essas características poderia proporcionar melhor capacidade de extração do 

conteúdo de flavonoides de C. procera. 

Tabela 3:  Teor total de fenóis e teor de flavonoides no extrato. 
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Análise Química Extrato 

Fenol Total (μg/ml) 

 

Teor de flavonoides (μg/ml) 

54,21 

 

23,25 

Fonte: Próprio autor (2019). 

 

4.4 POTENCIAL ANTIOXIDANTE 

O ensaio do sequestro do radical do DPPH está baseado no princípio de que ao aceitar 

um átomo de hidrogênio a partir da molécula antioxidante, há redução do DPPH para DPPH2, 

ocorrendo à alteração da cor púrpura da solução para amarelo, com uma concomitante 

diminuição na absorbância a 518 nm. A mudança de cor é monitorada por espectrofotometria 

e utilizada para a determinação de parâmetros de propriedades antioxidantes (MISHRA OJHA; 

CHAUDHURY, 2012), sendo assim, a pesquisa da atividade sequestrante do DPPH estima o 

poder redutor de um composto antioxidante, que ao doar elétron para um radical livre, oxida-

se (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).  

A relação entre a atividade antioxidante (%) e a concentração das amostras utilizadas 

apresentou a equação da reta do Extrato (y = 0,0565x + 25,562), com um R2 = 0.9542 conforme 

pode ser observado no gráfico da figura 5, os resultados demonstram que o percentual 

antioxidante aumenta proporcionalmente a concentração de amostra adicionada, atingindo o 

valor de 77,95% para Extrato para a concentração de 1000 μg.mL-1 fornecendo um CE50 de 

432,531 μg.mL-1 que é a concentração de extrato necessária para atingir 50% de atividade. 

Figura 5: Curva da porcentagem de atividade antioxidante das amostras Extrato pelo método DPPH. 

 

Fonte: Próprio autor 
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O presente estudo mostrou valores menores de atividade de eliminação do radical 

DPPH em comparação com os relatados por Mehmood et al. (2020) que encontrou um valor 

de 525,65 mg.mL para a atividade antioxidante in vitro do extrato de folhas de C. procera. 

Valores mais baixos foram relatados para extratos etanólicos das cascas de C. procera de 24,24 

mg.mL por Tsala et al, (2015). Essas diferenças em atividade de eliminação do radical DPPH 

pode estar relacionada à natureza variável das espécies de plantas C. procera e também pela 

diferença da composição química das partes anatômica da planta. 

 

Tabela 4: Percentual de inibição do Radical DPPH dos extratos. 

Concentrações  

testadas (µg/ml) 
Percentual de inibição  

25 23,87871 

75 26,0897 

125 34,23879 

250 41,25079 

500 61,52874 

1000 77,95325 

Fonte: Próprio autor. 

 

4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

 De acordo com Holetz et al (2002), amostras com altas atividades antimicrobiana 

apresentam CIM < 100 µg/ml; com atividade moderada, entre 100 a 500 µg/ml.; com baixa 

atividade, entre 500 a 1000 µg/ml e são consideradas inativas quando a CIM é > 1000 µg/ml. 

Com base nessa classificação, o extrato hidroetanólico de C. procera apresentou atividade 

moderada parada todas as cepas, com 150 μg/ml para Escherichia coli, 100 μg/ml para 

Staphylococcus aureus, 350 μg/ml para Salmonella sp. e 500 μg/ml para P. aeruginosa como 

mostrado na tabela. De acordo com Almeida et al. (2018) em seu trabalho encontrou valores 

maiores de CIM, com 500 μg/ml para Escherichia coli e 1000μg/ml para P. aeruginosa, essa 

diferença pode ter se dado pela diferença das concentrações dos constituintes químicos das 

plantas ocasionado pela diferença da localidade das coletas realizadas pelos trabalhos. 

Em relação a atividade antibacteriana o extrato apresentou um CBM moderado para 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella sp e baixa atividade para P. aeruginosa 

(tabela 5). Estudos realizados por Pattnaik et al. (2017), obteve atividade antibacteriana contra 
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todas as bactérias com o extrato hidroetanólico das folhas de Calotropis procera, evidenciando 

assim que além das folhas, o caule também apresenta um agente antimicrobiano promissor. 

Tabela 5: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) para 

a ação dos extratos vegetais frente às cepas de bactérias. 

   Bactérias   

 Compostos E. coli S. aureus Salmonella sp. P. aeruginosa 

 Extrato 150.00±0.00 100.00±0.00 350.00±0.00 500.00±0.00 

MIC (µg/ml) Cloroanficol 15.5±0.5 n.d n.d n.d 

 Gentamicina n.d 20.5±0.00 14.00±0.00 17.00±0.00 

 Extrato 250±0.00 200.00±0.00 150.00±0.00 750.00±0.00 

CBM (µg/ml) Gentamina n.d 2.0±0.00 n.d n.d 

 Amoxilina n.d 8.0±0.00 16±0.00 n.d 

Fonte: Próprio autor. 
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5. CONCLUSÃO 

Este estudo mostrou que o extrato bruto hidroalcóolico de C. procera apresenta 

substâncias fenólicas, as quais são responsáveis pela atividade antioxidante, analisada através 

do modelo experimental de DPPH. De acordo com os testes realizados, o extrato hidroalcóolico 

do caule de C. procera apresenta moderada atividade antimicrobiana frente aos 

microrganismos testados, já a atividade antibacteriana foi considerada moderada em relação a 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella sp e baixa para P. aeruginosa. Tomados 

juntos, os resultados deste trabalho abrem muitas perspectivas para o estudo e investigação do 

extrato hidroalcóolico do caule de C. procera como fonte de compostos com atividades 

farmacológicas promissoras. 
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