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SOEIRO, F.C.S.; COSTA, F. N. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN
VITRO DA FRACAO HIDROETANOLICA EM ACETATO DE ETILA E
DICLOROMETANO DE VINAGREIRA (Hibiscus sabdariffa L.), FRENTE A CEPAS
BACETERIANAS PATOGENICAS. [EVALUATION OF IN VITRO
ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF THE HYDROALCOHOLIC FRACTION IN
VINEGAR ETHYL ACETATE AND DICHLOROMETHANE (Hibiscus sabdariffa L.),
AGAINST PATHOGENIC BACETERIAL STRAINS. in the city of Sdo Luis - MA. 2021
45f. Dissertagao (Mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade Estadual do Maranhdo, Sao
Luis, 2021.

Resumo

O Hibiscus sabdariffa L. ¢ uma espécie vegetal que pertence a familia Malvaceae, conhecido
popularmente como vinagreira no estado do Maranhdo, ¢ uma planta rica em proteinas,
gorduras, carboidratos, acidos, sais minerais, vitaminas e diversos tipos de compostos fenoélicos,
tem ampla utilizagdo nas industrias alimenticia e farmacéutica. Este estudo objetivou avaliar a
atividade da fracdo hidroetandlica em acetato de etila e diclorometano de vinagreira (H.
sabdariffa L.), frente a cepas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus, bem como analisar a composi¢ao e detectar a presenga de compostos fendlicos nas
partes aéreas da vinagreira. Para isso, as partes aéreas do H. sabdariffa foram encaminhadas
para o Herbario Rosa Maria Mochel localizado na UEMA onde foram identificadas e o material
vegetal coletado, enviado para o Nucleo de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do Instituto de
Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas do Estado do Amapéa — IEPA. A fragdo hidroetandlica em
acetato de etila e diclorometano da vinagreira foram avaliados quanto ao teor de compostos
fenolicos totais e a atividade antioxidante por Cromatografia em coluna em silica gel. A analise
em cromatografia de camada delgada foi realizada com as fracdes da extragdo liquido-liquido
e com as fragdes da cromatografia em coluna, sendo comparado com o padrao quercetina. O
hibisco apresentou atividade antibacteriana distinta, provavelmente relacionada com o solo,
clima e disponibilidade de fitonutrientes influenciando nas concentragdes € mesmo na
qualidade de polifendis totais e antocianinas nas diferentes estruturas, o que justifica os valores
encontrados no presente estudo.

Palavras-chave: Hibisco, Antiocianinas, Micro-organismos.
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SOEIRO, F.C.S.; COSTA, F. N EVALUATION OF IN VITRO ANTIMICROBIAL
ACTIVITY OF THE HYDROALCOHOLIC FRACTION IN VINEGAR ETHYL
ACETATE AND DICHLOROMETHANE (Hibiscus sabdariffa L.), AGAINST
PATHOGENIC BACETERIAL STRAINS. | AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA IN VITRO DA FRACAO HIDROETANOLICA EM ACETATO
DE ETILA E DICLOROMETANO DE VINAGREIRA (Hibiscus sabdariffa L.),
FRENTE A CEPAS BACETERIANAS PATOGENICAS.]. 2021. 45f Dissertation (Master

of Animal Science) - University of Maranhao, Sao Luis, Sao Luis, 2021.
Abstract

Hibiscus sabdariffa L. is a plant species that belongs to the Malvaceae family, popularly known
as vinegar in the state of Maranhao, it is a plant rich in proteins, fats, carbohydrates, acids,
minerals, vitamins and several types of phenolic compounds, it has a wide use in the food and
pharmaceutical industries. This study aimed to evaluate the activity of the hydroalcoholic
fraction in ethyl acetate and dichloromethane of vinegar (H. sabdariffa L.), against strains of
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus, as well as to analyze the
composition and detect the presence of phenolic compounds in the aerial parts of the vinegar
plant. For this, the aerial parts of H. sabdariffa were sent to the Rosa Maria Mochel Herbarium
located at UEMA where they were identified and the plant material collected was sent to the
Food Science and Technology Center of the Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnologicas
do Estado do Amapa — IEPA. The hydroalcoholic fraction in ethyl acetate and dichloromethane
of the vinegar were evaluated for the content of total phenolic compounds and the antioxidant
activity by column chromatography on silica gel. The thin layer chromatography analysis was
performed with the liquid-liquid extraction fractions and with the column chromatography
fractions, being compared with the quercetin standard. Hibiscus showed distinct antibacterial
activity, probably related to soil, climate and phytonutrient availability, influencing the
concentrations and even the quality of total polyphenols and anthocyanins in the different
structures, which justifies the values found in the present study. The results suggest the
continuity of studies involving the different structures of hibiscus and the factors responsible
for its antimicrobial activity (total polyphenols and anthocyanins).

Key words: Hibiscus. Antiocyanins. Microorganisms
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1 INTRODUCAO

Conhecido popularmente como hibisco, hibiscus, rosela, groselha, azedinha, a
espécie Hibiscus sabdariffa L. pertence a classe das Dicotiledoneas, familia das Malvaceas e
género Hibiscus (EMBRAPA, 2010). Originaria da India, do Sudio e da Malésia, sendo
posteriormente levado para a Africa, Sudeste da Asia e América central. No Brasil, foi trazida
pelos africanos, através do trafico de escravos (MACIEL et al., 2012).

Hibiscus sabdariffa L. contém proteinas, gorduras, carboidratos, acidos, sais
minerais, vitaminas e diversos tipos de compostos fendlicos (BORRAS-LINARES ez al., 2015).
No entanto, o perfil quimico da planta ¢ afetado pela variabilidade genética, tipo de solo e
solvente de extragdo (WANG et al., 2015; OBOUAYEBA et al., 2014). Neste sentido, ¢ dificil
comparar os dados disponiveis na literatura devido as diferentes condigdes de cultivo,
armazenamento ¢ extragdo (SINDI; MARSHALL; MORGAN, 2014; RAMIREZ-
RODRIGUES et al., 2011).

A eficacia da acdo antioxidante do hibisco ¢ amplamente influenciada por fatores
genéticos, adubagdo, condi¢des ambientais, além do grau de maturacao e variedade da planta,
entre outros. Alguns autores, como Chao e Yin (2009), relatam uma possivel relagdo entre a
quantidade de antocianinas e a atividade antimicrobiana do hibisco.

No hibisco, os principais compostos fenolicos presentes sao os acidos
hidroxicinamicos, como o acido cafeico e p-cumadrico, que se encontram esterificados ao acido
quinico, formando os acidos clorogénicos, (OLIVEIRA; BASTOS, 2011; RIAZ; CHOPRA,
2018).

As antocianinas fazem parte da classe dos flavonoides, que sdo substancias naturais
formados por estruturas polifenolicas e que comumente estao presentes em frutos, flores, folhas
e raizes das plantas. Em relacdo a atividade antibacteriana, grupos fenolicos hidroxilo dos
flavonoides exibem afinidade com as proteinas e, devido a isso, atuam como inibidores de
enzimas bacterianas, podendo também intervir nas suas vias de sintese (FLAMBO, 2013).

Antioxidantes podem ser definidos como substancias que, mesmo em baixas
concentragdes, por diversos mecanismos podem postergar ou prevenir a oxidagdo de um
determinado substrato, neutralizando as espécies reativas (ou radicais livres) formadas pelo
metabolismo e restaurando o equilibrio dinamico do corpo (FERREIRA et al.,2010; SANTOS;
VEGGI; MEIRELES, 2010; SILVA et al., 2010).

O consumo de antioxidantes naturais, como os compostos fendlicos, presentes na

maioria das plantas, inibe a formacdo de radicais livres, e tem sido associado a uma menor
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incidéncia de doengas relacionadas com o estresse oxidativo, este podendo intensificar o risco
para o desenvolvimento de varias doengas (FIRMINO, 2011; OLIVEIRA et al., 2014).

A maioria dos estudos de Hibiscus sabdariffa é realizada com os calices e, apesar
do volume crescente de investigacdo, sao poucos os estudos fitoquimicos das folhas (ZHEN et
al., 2016), sendo uma parte bastante apreciada pela culindria maranhense.

As partes mais utilizadas da vinagreira sdo as folhas e os célices. Por se tratar de
uma hortalica ndo convencional, as folhas sdo bastante utilizadas em preparagdes de alimentos
regionais como por exemplo o arroz de cuxd, comida tipica do estado do Maranhdo, além de
saladas in natura e outros alimentos em que sdo utilizadas no processo de cocgio (CANDIDO;
STURZA; BARBOSA, 2017)

Este estudo objetivou avaliar a atividade da fracdo hidroetandlica em acetato de
etila e diclorometano de vinagreira (Hibiscus sabdariffa L.), frente as cepas de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, bem como analisar a composi¢do
centesimal e comprovar a presenca de compostos fenolicos nas partes aéreas da vinagreira.

Espera-se com este trabalho, analisar a composi¢cdo centesimal das folhas de
vinagreira, detectar a presenga de compostos fenolicos nas partes aéreas da vinagreira € o
preparo do extrato hidroetandlico verificando sua acdo antimicrobiana frente a Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana da fra¢ao hidroetanolica em acetato de
etila e diclorometano de vinagreira (Hibiscus sabdariffa L.) frente a cepas bacterianas

patogénicas.

2.2 Especificos

e Auvaliar os parametros fisico-quimico das partes aéreas vinagreira;
e Elaborar o extrato hidroetandlico da vinagreira em 20 °C e 60 °C durante 90 ¢ 120 min,
respectivamente;

e Avaliar o rendimento dos extratos elaborados;

Avaliar a concentracao de flavonoides e antocianinas nos extratos produzidos;

Avaliar o teor de vitamina C nos extratos produzidos.

Avaliar o potencial antimicrobiano por micro dilui¢ao em pogos e disco-difusao dos extratos

produzidos frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, E Staphylococcus aureus.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) Caracteristicas

O género Hibiscus pertence a familia Malvaceae e compreendem mais de 300
espécies de ervas anuais ou perenes, arbustos ou arvores. A espécie Hibiscus sabdariffa L.
(Figura 01) ¢ uma herbacea anual, que pode atingir 2,4 m de altura, ¢ de facil cultivo e ¢
encontrada em regides tropicais e subtropicais, especialmente na India, Arabia Saudita, China,
Malasia, Indonésia, Filipinas, Vietna, Sudao, Egito, Nigéria e México. E utilizada nas industrias
alimenticia e farmacéutica e sua fibra pode ser utilizada em confecgdes de vestuarios, redes de

pesca e cordas (BORRAS-LINARES et al., 2015).

Figura 1 — Planta de Hibiscus sabdariffa L.)

Fonte: Elaborado pelo proprio Autor, 2021.

O Hibiscus sabdariffa L € conhecido popularmente como rosélia, bissap, oseille de
guinée, karkadeh, azedinha, caruru-azedo, pampolha, papoula-de-duas-cores, quiabo-azedo,
quiabo-roxo e vinagreira (RAMOS et al., 2011), ja seu cha ¢ conhecido como ché de hibisco,
zobo, roselle, azeda vermelha, ché de leite, 4gua de Jamaica e karkade (ZHEN et al., 2016;

SINDI; MARSHALL; MORGAN, 2014).
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Caracteriza-se por ser um arbusto ereto e ramificado que atinge alturas superiores a
1,80 metros, com ciclo anual. A corola ¢ formada por cinco sépalas de coloracdo vermelha
dispostas em cone, formando o célice. Na base do calice esté o caliculo, de formato pontiagudo
e disposto em circulo, onde estao localizados a capsula deiscente aveludada e o fruto, medindo
aproximadamente dois centimetros de comprimento que abriga as sementes. Sua flor € simples,
séssil e axilar. As folhas sdo verdes, alternas, longo-pecioladas, palmatilobadas com trés a cinco
lobos estreitos e agudos e nervuras arroxeadas. Desenvolve-se melhor em regides cujo clima €
quente, visto sua grande sensibilidade a baixas temperaturas. Necessita de 800 a 1600 mm de
chuvas e temperaturas entre 18 e 35 5 °C para se desenvolver (MARGANHA et al., 2010;
MACIEL et al., 2012; ROSA, 2013).

A Hibiscus sabdariffa L. contém gorduras, carboidratos, proteinas, vitaminas,
4cidos graxos, sais minerais e diversos tipos de compostos fenélicos (BORRAS-LINARES et
al., 2015). Entretanto, o perfil quimico da planta ¢ afetado por alguns fatores, como, o tipo de
solo a variabilidade genética e solvente utilizado na extracdo (WANG et al., 2015;
OBOUAYEBA et al., 2014).

As folhas sdo verdes com veias avermelhadas e peciolos longos ou curtos de margens
dentadas e podem atingir de 7,5 a 12,5 cm de comprimento (MOHAMED et al., 2007). As folhas
podem ser consumidas cruas ou cozidas e em vdrios paises sdo utilizadas como tempero
(OBOUAYEBA et al., 2014; ZHEN et al., 2016).

O Hibiscus sabdariffa L., dentre os seus inuimeros beneficios, pode ser utilizado em
sistemas alimentares para prevenir a contaminacao bacteriana (MACIEL, 2012).

Alguns autores, como Chao e Yin (2009), relatam uma possivel relacdo entre a
quantidade de antocianinas e a atividade antimicrobiana do hibisco.

Diversos estudos de rastreio para os compostos fitoquimicos de H. Sabdariffa L sao
encontrados na literatura (FREITAS; SANTOS; MOREIRA, 2013; OKEREKE; IROKA;
CHUKWUMA, 2015; ZHEN et al., 2016), existindo certa variagdo na composi¢ao entre 0s
estudos, provavelmente devido a diferentes variedades, condi¢cdes genéticas, ambientais,
ecologicas e de colheita da planta (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014).

A folha de Hibiscus sabdariffa L., possui os acidos fenolicos e os flavonoides como
principais constituintes quimicos (RODRIGUEZ-MEDINA, et al., 2009), sendo trés diferentes
acidos isomeros, acido 3-cafeoilquinico (dcido clorogénico), acido 4- cafeoilquinico (acido
criptoclorogénico) e dcido 5-cafeoilquinico (acido neoclorogénico) e os flavonoides, quercetina

e kaempferol que possuem atividade anti-inflamatéria (RODRIGUEZ-MEDINA et al., 2009).
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Algumas atividades biologicas sdo atribuidas a extratos deste 6rgdo da planta, tais
como: atividade antioxidante moderada, anti-hiperlipidémica, antiaterosclerdtica,
antiproliferativa (ZHEN et al., 2016).

Os principais constituintes da planta com aplicagdes registradas no contexto
farmacoldgico sdo os acidos orgénicos, flavonoides, polissacarideos e antocianinas, estando os
dois ultimos mais presentes nos célices secos da espécie (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014).

O potencial antioxidante relaciona-se com uma capacidade protetora contra o dano
oxidativo que ¢ causado por um desequilibrio entre produgao e acumulagao de espécies reativas
ao oxigénio (EROs) em células e tecidos e a capacidade de desintoxicacdo do sistema bioldgico.
As EROs estdo bastante associadas ao desenvolvimento e progressdo de diversas condigdes
patologicas, tais como doengas cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer (PARHIZ et al.,

2015; PIZZINO et al., 2017).

3.2 Hibiscos - Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos possuem em sua estrutura pelo menos um anel aromatico
onde ao menos um hidrogénio ¢ substituido por uma hidroxila (VACCARI; SOCCOL; IDE,
2009).

Os compostos fenolicos podem ser pigmentos, devido a reagdo de defesa das plantas
contra agressdes do ambiente o que resulta na aparéncia colorida dos alimentos, eles agem como
antioxidantes devido a sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons e por possuir radicais
intermediarios estaveis, o que impede a oxidacdo de varios ingredientes do alimento,
principalmente lipidios. (SANTOS; VEGGI; MEIRELES, 2010; SILVA et al., 2010;
VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).

A presenca de compostos fendlicos nos alimentos, tais como flavonoides, acidos
fenolicos e antiocianinas, vitaminas C, E e carotenoides, contribuem para os efeitos benéficos
destes alimentos (LINARES et al., 2015).

Entre os compostos fendlicos, os que mais se destacam sdo os flavondides, os dcidos
fenolicos, os taninos e os tocoferdis como os mais comuns antioxidantes fenolicos de fonte
natural (ANGELO; JORGE, 2007).

Esta classe de compostos também pode ser simplesmente dividida em flavonoides
ou polifendis (catequinas, antocianinas, isoflavonas e chalconas), um grupo amplamente
distribuido nas frutas e nos vegetais, € os ndo-flavonoides (fenois simples ou acidos)

(ANGELO; JORGE, 2007; SILVA et al., 2010).
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Os flavoinoides sdo bem conhecidos pela sua atividade anti-inflamatoria,
antioxidante, antiviral, citotoxica e sdo bem usados no tratamento de diabetes, hipertensao e
febre reumatica (AKANBI et al., 2009).

Este grupo de substincias sdo classificados de acordo com a configuragdo do
esqueleto principal (Tabela 1) a maioria ¢ encontrada na natureza em forma de ésteres e

heterodisdeos, sendo, portanto, soliveis em 4gua e em diversos solventes polares

(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007).

Tabela 1 - Classificacdo dos Compostos fenolicos de acordo com o esqueleto basico

Esqueleto basico Classe de compostos fendlicos
C6 Fendis simples e benzoquinonas
C6-C1 Acidos fenolicos
C6-C2 Acetofenonas e acidos fenilacéticos
C6 - C3 Fenilpropandides: acidos cindmicos e compostos andlogos,
fenil propenos, cumarinas, isocumarinas e cromonas
C6-C4 Naftoquinonas
C6-Cl1-C6 Xantonas
C6-C2-C6 Estilbenos e antraquinonas
C6-C3-C6 Flavonoides e isoflavonodides
(C6-C3)2 Lingnanas
(C6-C2-C6)2 Diflavonoéides
(C6)n Melaninas vegetais
(C6-C3)n Ligninas
(C6-Cl)n Taninos hidrolisaveis
(C6-C3-C6)n Taninos condensados

Fonte: Carvalho; Gosmann; Schenkel, 2007

Entre estes compostos, os flavonoides sdao os mais estudados como antioxidantes,
eles ttm em comum a estrutura C6-C3-C6, sua estrutura basica ¢ composta por dois anéis
aromaticos (Figura 2), que geralmente contém um atomo de oxigénio, ligados por uma cadeia
alifatica de trés carbonos (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007; CERQUEIRA;
MEDEIROS; AUGUSTO, 2007). Flavonoides estdo presentes em frutas vermelhas ou berries
(como uvas, mirtilo, framboesa, ameixa e cereja, por exemplo), em vegetais folhosos, raizes,
tubérculos, bulbos, ervas, temperos, legumes, cha, café, cacau e vinho (VACCARI; SOCCOL;
IDE, 2009; OLIVEIRA et al., 2010; SILVA et al., 2010; SALGADO; MORZELLE, 2017).
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Figura 2 - Estrutura basica dos flavonoides
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Fonte: Carvalho; Gosmann; Schenkel, 2007.

As antocianinas (Figura 3) sdo compostos fenolicos, pertencentes ao grupo dos
flavonoides. O termo antocianina, derivado do grego de flor e azul (anthos = flores; kianos =
azul), foi inventado por Marquart em 1853 para se referir aos pigmentos azuis das flores.
Percebeu-se mais tarde que ndo apenas a cor azul, mas também varias outras cores observadas
em flores, frutos, folhas, caules e raizes sdo atribuidas a pigmentos quimicamente similares aos
que deram origem a “flor azul” (BROUILLARD, 1982; LIMA et al., 2003).

As antocianinas compdem o maior grupo de pigmentos soliveis em agua do reino
vegetal encontrados no fluido da célula vegetal, que geralmente apresenta pH levemente acido.
De modo geral, em meio extremamente acido (pH entre 1-2), as antocianinas apresentam
coloracdo intensamente avermelhada devido ao predominio da forma cation flavilico (AH+).
Sdo responsaveis pela coloragdo vermelha intensa da extragdo obtida a partir de célices de
Hibiscus sabdariffa L. mas, sao instdveis durante condigdes de processamento e
armazenamento (MARCO; SCARMINIO, 2008; AISHAH et al., 2013).

Esses pigmentos estdo amplamente difundidos no reino vegetal, apresentando
diferentes tonalidades de cor que oscilam entre vermelho, laranja e roxo. Ocorrem geralmente
na forma de antocianinas, derivadas das antocianidinas (BROUILLARD,1982; TEIXEIRA et
al., 2008).

As antocianinas representam uma alternativa importante para a substituicdo
gradativa dos corantes sintéticos, pois sdo abundantes na natureza, apresentam um amplo
espectro de cores e, também devido aos efeitos benéficos a saide humana. Avaliar a
potencialidade dos processos de extracdo, purificagdo e utilizagdo em alimentos permanece

ainda um campo aberto a investigacao cientifica (LOPES et al., 2012).
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Figura 3 - Estrutura dos principais compostos antocianicos
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Fonte: Vaccari; Soccol; Ide (2009). Adaptado

A quantifica¢ao espectrométrica de compostos fenolicos € realizada por meio de
uma variedade de técnicas, entretanto, a que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu esta entre as
mais utilizadas (EVERETTE et al., 2010; WOOTTON-BEARD et al., 2011; YANG et al.,
2014).

Estudos etnobotanicos tém demonstrado que espécies de Malvaceae frequentemente
sdo usadas na medicina tradicional para tratar enfermidades tais como malaria, variola, que
apresentam febre e dor, e também por possuir muitas propriedades bioativas, tais como propriedades
hepatoprotetora, antitumoral, antihiperlipidémico, anti-inflamatérias, antivirais e propriedades
antioxidante e antibacterianas (KIESSOUN et al., 2010; LIN et al., 2012; MEHDI et al., 2013).

Considerando que substancias naturais podem ser responsaveis pelo efeito de
protecdo contra os riscos de muitos processos patologicos, os resultados descritos em varios
trabalhos estimulam a continuidade dos estudos para avaliar a acdo antioxidante de substancias
i1soladas de espécies de plantas medicinais, condimentares ou aromaticas (ALVES et al., 2010;
WOOTTOM-BEARD et al., 2011; MACIEL et al., 2012; YANG et al., 2014).

Os extratos obtidos dos calices de hibisco contribuem ativamente para esses efeitos
pois, sao conhecidos por conter muitos constituintes quimicos incluindo alcaloides, acido L-
ascorbico, acido citrico, quercetina, antocianina e flavonoides, assim como sdo ricos em minerais
como calcio, magnésio, ferro, potassio e sodio (HERNANDEZ et al., 2009; ANOMOHANRAN,
2014; PETER et al., 2014).

Levando em consideracdo os atributos apontados pelos estudos acima, a parte
importante da planta sdo as sépalas que cercam o fruto e formam os célices mas, as folhas, caules,
raizes, sementes também sao usados para diferentes fins em alimentos, farmacéutico, aplicacdes
industriais. Calices vermelhos sdo utilizados para producdo de geleias, bebidas, molhos, corantes e

conservas alimentares (ABO-BAKER; MOSTADA, 2011; ANOMOHANRAN, 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e Classificacao do Material

As folhas da planta Hibiscus sabdariffa Linnaeus (vinagreira) (figura 4) foram
coletadas durante os meses de junho e julho de 2021 em area particular na cidade de Sao Luis,
2°35°21.9”S 44°12°19.0”W onde havia abundancia da espécie para que, se necessario, realizar
novas coletas.

Figura 4 - Hibiscus sabdariffa Linnaeus
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Fonte: Elaborado pelo proprio Autor, 2021

Foram utilizados na coleta, os seguintes materiais auxiliares: tesoura para poda,
pranchetas, papel para anotagdo, canetas e sacos de papel. Os espécimes coletados foram
colocados entre folhas de jornal e papelao, com a identificagdo da data e as iniciais do coletor.
Em seguida, foram fechados em prensa de madeira e amarradas com o auxilio de cordas e
enviadas para o Herbario Rosa Maria Mochel localizado na Universidade Estadual do
Maranhao, onde foram identificadas recebendo a numeragao de exsicata 5935 (figura 5).

O material vegetal coletado e identificado foi enviado para o Nucleo de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos do Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnolégicas do Estado do

Amapa - [EPA, onde os experimentos foram realizados.
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Figura 5 - Exsicata Hibiscus sabdariffa Linnaeus

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

4.2 Caracterizacao Fisico-Quimica das partes Aéreas do Hibiscus

Os métodos fisico-quimicos foram baseados nas metodologias do Instituto Adolfo
Lutz (2008) e A.O.A.C. (1995), obedecendo aos protocolos padrdes do Nucleo de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos — NUCTAL/IEPA. Foram realizadas as seguintes andlises fisico-

quimicas:

4.2.1 Cinzas

Para a realizacdo da andlise de cinzas (Figura 6), foi utilizado o forno mufla da
marca QUIMIS ®, MODELO Q-318 D21.

Inicialmente os cadinhos de porcelanas que foram utilizados nas analises foram
aquecidos em forno mufla a 550°C por uma hora, e em seguida resfriado em dessecador até a
temperatura ambiente, ap0Os essa etapa, foram pesados 5g da amostra nos cadinhos de porcelana

e em seguida incinerados em forno mufla a 550°C, pelo periodo de 3 horas e resfriados em
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dessecador até a temperatura ambiente para pesagem. O percentual de cinzas foi calculado de

acordo com a Equagdo 1.

(Massa Final do Cad. - Massa Inicial do Cad.) x 100
Massa da Amostra

Cinzas (%) =

Eq. 1.

Figura 6 - Andlise de Cinzas

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

4.2.2 Umidade

A determina¢do de umidade foi determinada pelo método de secagem em estufa
com circulagao de ar, até as capsulas de porcelanas atingirem o peso constante, a estufa utilizada
foi da marca QUIMIS®, modelo Q-317 B222.

As cépsulas de porcelana utilizadas nessa analise passaram por um pré-tratamento,
onde foram aquecidos em estufa a 105 °C por uma horas, e resfriados em dessecador até
temperatura ambiente.

A anélise iniciou pesando-se 5 gramas da amostra em capsulas de porcelanas e
levadas para a estufa a 105° C durante 3 horas. Logo em seguida, as amostras foram esfriadas
em dessecador até temperatura ambiente. A operacgdo foi repetida até peso constante. O calculo

da umidade foi realizado de acordo com a equacgdes 2 e 3.

Massa Final da Cap.- Massa Inicial da Cap.)x 100
Massa seca % = - P p) Eq. 2.

Massa da Amostra

Umidade (%) = 100 — Massa Seca (%) Eq. 3.
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4.2.3 Proteinas

As proteinas foram determinadas pelo método de kjeldahl, realizada através da
digestdo, destilacdo e titulagdo da amostra que determinou o nitrogénio total, no aparelho da
marca TECNAL, modelo TE 036/1 (ADOLFO LUTZ, 2008).

Foram pesados 1,5g da mistura catalitica (dioxido de selénio, sulfato de cobre e
sulfato de s6dio) em papel manteiga e 0,2g da amostra e colocado no tubo de kjeldahl (Figura
7). Em seguida, foi levado ao bloco digestor e adicionando 5 mL de 4cido sulfurico concentrado,
aumentando a temperatura gradativamente. Os tubos foram retirados do bloco digestor apds a
solugdo ficar com tonalidade clara (coloragdo azul-cristal). Foram esfriados por uma hora, e
depois adicionado agua destilada, escorrendo lentamente pela parede do tubo, de modo a dobrar
o volume inicial.

Para a destilagdao, foram adicionados a um erlenmeyer 20 mL de acido bérico e 3
gotas de indicador misto (vermelho de metila e verde de bromocresol). Ao tubo previamente
preparado, foi adicionado 25 mL de hidréxido de sodio (NaOH) a 50%, de modo a deixar a
coloragdo negra e em seguida, destilado a reagdo no erlenmeyer para a remocao do nitrogénio.

A titulagdo foi realizada com dacido cloridrico (HCl) 0,1 Mol/L e aplicada as

equagoes 4 e 5.

. A 0,14 x Vg x Fator de Corregi
Nitrogénio total (%) = x 79 x Fator de Corresio Eq. 4

Massa da Amostra

Proteina (%) = nitrogénio (%)x 5,75 Eq. 5.

Onde:

Vg= volumes gasto de HCI 0,1 Mol/L

Fator de correcao= fator de corre¢ao do HC1 0,1 Mol/LL
5,75 = fator de conversao para proteina vegetal.

Fc=0,99
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Figura 7 - Determinacao de proteina pelo método pelo método de kjeldahl.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

4.2.4 Acido Ascérbico

Para a preparagao do extrato, tomou-se 5g da amostra, sendo protegida da luz e
oxigenagao por papel aluminio. Utilizou-se +30 mL de acido oxalico 0,5% (refrigerado) e foi
completado para 100 mL em um baldo volumétrico com acido oxéalico 0,5%.

Para a padronizagdo da solugdo do tillman com 0,2% Acido ascorbico (AA), foi medido
5 mL da solu¢ao de AA (50 ug/mL) em erlenmeyer de 125 mL, e adicionado agua destilada até
completar +£ 50 mL e foi titulado com a solugdo de Tillman refrigerada, até o ponto de viragem,
roseo claro, persistente por 15 segundos, Descrito por AOAC (1995), modificado por Banassi
et al (1988) que substituiu o adcido meta fosforico por acido oxalico. O calculo do teor de acido

ascorbico oi realizado de acordo com a equacao 6.

Teor de ac.ascérbico—umidad
C' = Eq. 6.
100g 9

4.2.5 Lipidios

Para determinacdo do teor de lipidios foi pesado em torno de 2 a 5g de amostra
finamente moida em um cartucho de Soxhlet previamente preparado com papel filtro e algodao
(anotado o peso), em seguida com o auxilio de uma pinga o cartucho foi preenchido com

algodao até cobrir toda a amostra e levado a estufa a 105°C, por 2 horas.
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Um baldo de fundo chato com boca esmerilhada e com pérolas de ebulicdo, ja
previamente seco (em estufa a 105°C por no minimo 2h), foi retirado da estufa com o auxilio
de uma tenaz e colocado em dessecador por 20-30 min. (anotado o peso).

Apo6s a secagem o cartucho foi colocado dentro do extrator de Soxhlet e conectado o
extrator de Soxhlet ao baldo e foi adicionado 250mL de éter de petréleo em seguida foi
conectado o conjunto ao condensador.

A chapa aquecedora foi ligada e foi mantido o aquecimento por um periodo de 8 horas
apos inicio da fervura, com velocidade de gotejamento de 4 a 5 gotas por segundo. Apos as 8
horas o conjunto foi retirado, tomando o cuidado para remover o maximo de éter do baldo antes.

O baldo foi colocado na estufa a 105°C, por 1h e em seguida resfriado em dessecador e

pesado. Para os célculos foi utilizada a Equacgao 7.

LIPIDIOS (%) = PL x 100 Eq. 7.
M

PL = Peso do baldo com gordura — Peso do baldo antes da extragado

M = massa da amostra

4.3 Preparo dos Extratos e Extracio dos Oleos

Para a preparagdo do extrato, as folhas foram secas em estufa a 55° por 72h e, apos a
secagem, trituradas em moinho de facas para obteng¢ao de um po6 fino. O extrato hidroetanolico
foi obtido pelo método de maceragdo em alcool 70% na proporgao de 1:5 (p/v), aguardando 15
dias em maceracdo para posterior filtragdo em papel filtro e posterior evaporagdo do solvente
com auxilio de um rotaevaporador da marca Fisatom 802, para a obtencdo do extrato
hidroetanolica (70%).

O liquido extrator foi eliminado na sua propor¢do de 88,2% da graduagdo total
inicialmente, restando o extrato no frasco de evaporagdo (12,2%), que apresentou caracteristicas
de um liquido viscoso. O extrato final da TM obtida foi envasado em frasco de vidro ambar,
armazenado e conservado em geladeira vertical frost free a 4+=1°C.

O fracionamento liquido-liquido foi realizado com a adi¢do de acetato de etila e
diclorometano, que ap0s a extracdo, os solventes também foram eliminados com o auxilio do

rotaevaporador
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4.4 Screening fitoquimico com a utilizacdo da Cromatografia em Coluna

(CO)

Para o Screening fitoquimico, foi utilizada a Cromatografia em coluna (CC) em
silica gel 60F tendo como fase mdvel os solventes: hexano e acetato de etila nas proporgdes
8:2, 1:1, 2:8, acetato de etila e metanol 6:4. (Carvalho et al., 2013; Costa, 1972; Collins et. al.,
1997)

A anélise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada com as fragdes
da extragdo liquido-liquido e com as fragdes da cromatografia em coluna, sendo comparado
com o padrdo quercetina. Os eluentes utilizados foram cloroférmio: acetato de etila (60:40),
acetato de etila: metanol (60:40), e acetato de etila: metanol : agua (100: 13,5:10). As placas
cromatograficas foram analisadas em lampada de UV no comprimento de onda 365 nm,
algumas placas foram reveladas com revelador anisaldeido. (Carvalho et al., 2013; Collins et.
al., 1997)

Foi realizado o método de Folin Ciocalteu com o intuito de determinar os niveis de
polifendis totais, onde a curva padrao foi produzida utilizando solugdes de acido galico nas
concentragdes de 250, 200, 150, 100 e 50 mg/LL e as leituras foram realizadas em
espectrofotometro a 765 nm. Foram analisados o extrato hidroetandlica (70%), a fracdo
diclorometanica e a fragcdo de acetato de etila.

O método colorimétrico de Cloreto de Aluminio foi a técnica escolhida para
determinar o doseamento de flavondides, onde a curva padrao foi realizada com solugdes de
quercetina nas concentra¢des de 200, 100, 50, 25 e 12,5 pg/mL e as leituras foram realizadas
em espectrofotdmetro a 415 nm. As amostras analisadas foram o extrato hidroetanoélica (70%),
fragao diclorometanica e fracao de acetato de etila. (COLLINS et al., 1997, CARVALHO et
al.,2013;)

4.5 Preparacido do Inoculo para Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos
Para padronizar a densidade do inoculo para o teste de sensibilidade aos
antimicrobianos, foi utilizado um controle de turbidez de BaSQOs, equivalente a uma solugdo
padrdao McFarland de 0,5. Para a avaliacdo da concentragdo inibitdria minima da cultura inicial
em agar Mueller-Hinton (MH) incubado a 37+1°C por 24 horas, foram selecionadas trés a cinco
colonias bem isoladas e transferidas para um tubo contendo 4-5 mL de solugdo salina,
realizando uma suspensao direta e a turbidez foi ajustada com acréscimo da propria solucao até

obter turbidez Optica comparavel a solu¢do padrao McFarland de 0,5, utilizando-se
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espectrofotometro resultando numa suspensio contendo aproximadamente de 1 a 2 x 108

UFC/mL (CLSI, 2015).

4.5.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana da fracdo hidroetanodlica em
acetato de etila e diclorometano de vinagreira (Hibiscus sabdariffa L.) pelo

teste de disco-difusio em agar

Foi avaliada a suscetibilidade antimicrobiana de acordo com o método de disco-difusao,
conforme recomendado pela Clinical & Laboratory Standards Institute - CLSI (2015) com
adaptagdes. Discos estéreis de papel Whatmann 3 (6 mm) receberam uma aliquota de 5 uL das
fragdes. Também foi utilizado como controle negativo um disco branco (sem antimicrobiano),
e como controle positivo um disco contendo antibidtico para cada microrganismo testado. Os
discos foram dispensados, com a utilizagdo de uma pinga estéril, na superficie da placa contendo
Agar Mueller-Hinton, apés a aplicagdo do inéculo bacteriano, e incubadas a 36+1°C por 24
horas. Os resultados foram analisados medindo-se o halo de inibigdo de crescimento

microbiano, com o auxilio de uma régua milimetrada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analise da composi¢cio centesimal
Os resultados da andlise fisico-quimica do extrato de hibisco, encontram-se na
tabela 02, onde sdo apresentados os resultados para os seguintes pardmetros: umidade, proteina,

lipidios, cinzas e o teor de Acido Ascorbico, as analises foram realizadas em triplicatas.

Tabela 2 - Valores da composi¢ao centesimal das folhas de vinagreira, Sao Luis, 2021

UMD PT L CZ AA
Amostras
(%) (%) (%) (%) (mg/100g)

Vi1 812 4,22 0,552 1,67 38,742
V2 832 4,552 0,852 1,57 38,242
V3 832 4,77% 0,922 1,49 37,942

Média 82,33 4,51 0,77 1,576 38,31

DP 1,15 0,28 0,20 0,09 0,40

UMD = Umidade; PT = Proteina total; L= Lipidios); CZ = Cinzas; AA

= Acido Ascorbico; DP = Desvio Padrao.

A umidade e o teor de lipidios sdo grandezas complementares (QUEIROZ, 2012).
Nao se observou diferenca minima significativa para esse quesito. O teor de umidade constitui
um importante fator quanto a estabilidade de uma matéria-prima, o resultado médio encontrado
82,33% para as folhas de vinagreira ndo difere muito do resultado encontrado na Tabela
ENDEF/IBGE (1999) em que o percentual de umidade teve com média 85,6%. Em pesquisa
realizada pelo Instituto de Geografia e Estatistica IBGE, um valor semelhante foi encontrado
na andlise da folha, apresentando uma média de 85,6%. De acordo com Andrade (2006) o teor
de umidade permite classificar esta hortalica como perecivel e conseguintemente com reduzido
tempo de prateleira, quando armazenada em temperatura ambiente.

Os valores de proteinas encontrados na folha de vinagreira foram de 4,22%, 4,55%
e 4,77%. Estes valores ndo diferem ao encontrado pela tabela ENDEF/ IBGE (1999), em que o
percentual de proteinas teve como media 3.3%.

Proteinas nas folhas ndo apresentaram diferenca significativa. Os valores

encontrados (4,51%) no presente estudo sdo muito inferiores aos relatados para espinafre
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(Tetragonia expansa Murr) (24,7%) e urtiga-mansa (Phenaxuli ginosus Wedd.) (24,2%)
(SANTOS et al., 2011). As proteinas nas folhas sdo um dos constituintes de maior interesse do
ponto de vista nutricional.

O teor de proteina foi de 4,51 g, bem superior quando comparado aos valores
encontrados em outras hortalicas folhosas como rucula 2,58 g/100g, couve-de-bruxelas 4,9 g,
couve 3,6g por 100 g da parte comestivel.

A amostra apresentou resultados de 0,55%, 0,85% e 0,92%. Porém, quando
comparados com a literatura, com a Tabela ENDEF/IBGE (1999) estes teores mostram-se
superiores. Nesse estudo, foi encontrada na folha de vinagreira uma média de 0.77% de lipidios.

Na determinacdo de cinza ou residuo mineral fixo a amostra de vinagreira
apresentou média de 1,57 %. Segundo Souza et al. (1998) a fracdo de cinza corresponde ao
residuo inorganico que pode permitir uma estimativa da riqueza de alguns minerais em
alimentos analisados, porém em produtos vegetais tem relativa pouca expressao, visto que sua
composi¢ao ¢ muito variavel.

O teor de cinzas nas folhas de vinagreira foi inferior aos encontrados para alface-
americana (Lactuca sativa L.) (9,1%), couve-manteiga (B. oleracea var. acefala) (11,2%) e
espinafre (Tetragonia expansa Murr.) (14,3%). No entanto, o teor de cinzas merece destaque,
pois ha um residuo mineral fixo interessante nas folhas, indicando que podem ser uma fonte
importante de minerais para o organismo humano, como o célcio (QUEIROZ, 2012)

Acido ascorbico tem grande relevancia tanto no aspecto nutricional quanto na
manutengdo da qualidade do produto, pois confere certa protecdo contra o escurecimento
interno (ANDRADE, 1999).

Assim como para os demais constituintes analisados, ndo houve diferenca
significativa para o teor de vitamina C, que variou de 38,74 mg 100 g a 38,24 mg 100 g,
Esses valores ficaram acima dos relatados para as folhas de beldroega (Portulaca oleracea L.),
as quais apresentaram teores superiores a 21,48 mg 100 ¢! (QUEIROZ, 2012).

O 4cido Ascorbico auxilia na biodisponibilidade do ferro também presente nos
vegetais em uma forma que possa ser absorvida pelo organismo. O baixo consumo de alimentos
fontes de vitamina C propicia o aparecimento da deficiéncia de ferro, contribuindo assim para
o aparecimento da anemia ferropriva, patologia comum entre as criangas, constituindo-se um
dos principais problemas de saude infantil, principalmente no nordeste brasileiro. Por isso a
presenca de alimentos fontes de vitamina C nas refeicoes merece destaque (COSTA et al.,

2001).
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As diferengas observadas podem estar relacionadas com a produgdo de diferentes
metabolitos em resposta a mudangas ambientais, de modo que o mesmo espécies de plantas
cultivadas em diferentes areas geograficas podem produzir diferentes compostos (Santos,

Manuela e Saraiva, 2016)

5.2 - Atividade antimicrobiana da fraciao hidroalcodlico em acetato de etila e
diclorometano de vinagreira (Hibiscus sabdariffa L.) frente cepas de

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

O hibisco dentre os seus intimeros beneficios, pode ser utilizado em sistemas
alimentares para prevenir a contaminacao bacteriana. A analise da sensibilidade das bactérias
testadas frente a solugcdo antimicrobiana alcoodlica das partes aéreas de hibisco, obtida com dois
diferentes solventes, apresentou diferenca significativa entre as bactérias confrontadas, como
pode ser visto na Tabela 3. Para dilui¢do das amostras foi utilizado agua com tween 80 a 3%,
sendo esta a melhor concentragao utilizada para diluir as amostras sem interferir nos resultados,

esta solugao foi utilizado como controle negativo e os testes foram realizados em duplicata.

Tabela 3 - Resultado da medicao dos halos de inibi¢do em mm da fragdo de acetato de etila

frente as cepas de E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, Sao Luis, 2021.

Amostra Concentraciao E. coli P. S. aureus
aeruginosa
Controle+ 30 mg 30 mm 17 mm 24 mm
Controle — - 0 mm 0 mm 0 mm
Acetato de Sul 6 mm 10 mm 25 mm
Etila
Diclorometano SuL 0 mm 0 mm 0 mm

Padrio +: Ceftriaxona 30mg ; Controle - : Agua e tensoativo

As andlises foram realizadas utilizando como padrdo o antibidtico Ceftriaxona,
frente as cepas de E. coli, P. aeruginosa e S. aureus. As andlises realizadas com a fragdo de
acetato de etila mostrou um bom resultado frente as cepas de Staphylococcus aureus, porém
ndo apresentou resultados satisfatorios frente as cepas de E. coli, P. aeruginosa, para esse

solvente diferente do resultado encontrado Chao e Yin (2009), que em sua pesquisa relatou que
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o extrato etanodlico de calices de hibisco inibiu bactérias degradantes de alimentos (.
typhimurium, E. coli, L. monocytogenes, S. aureus € B. cereus), pode-se observar que as partes
utilizadas na elaboragdo do extrato, tem grande influéncia no resultado, pois no seu estudo, o
autor utilizou os calices do hibisco e no presente trabalho os extratos foram elaborados com as
partes aéreas do hibisco.

Em relagdo ao perfil fitoquimico, as fragdes utilizadas ndo possuem tais compostos,
como os demais extratos que demonstraram atividade, portanto a auséncia destes componentes
pode também justificar sua ineficacia.

As analises utilizando a fragdo de diclorometano, ndo apresentou resultado
satisfatorio frente as cepas estudadas.

Borras-Linares et al. (2015), relataram a atividade antibacteriano dos extratos
etanodlicos de 25 variedades de vinagreira contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e
destaca que os extratos foram mais eficazes contra bactérias Gram-positivas.

Segundo Maciel ef al. (2012), o hibisco (Hibiscus sabdariffa L.), além de possuir
propriedades antioxidantes e antimicrobianas ¢ utilizado como planta medicinal e alimento

funcional em paises tropicais.

Olaleye (2007), analisou o extrato alcoolico Hibiscus sabdariffa L como agente
antibacteriano, onde o extrato obteve um excelente resultado frente aos microrganismos
testados: Staphylococcus aureus, Bacillus stearothermophilus, Micrococcus luteus, Serratia
mascences, Clostridium sporogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus
cereus € Pseudomonas fluorescence.

Jabeur et al. (2017), avaliaram comparativamente a atividade antimicrobiana do
extrato hidroetandlico liofilizado e infusdo de Hibiscus sabdariffa L. Eles usaram 10 mg /mL
do extrato de hidroetanol e infusdo, respectivamente para ensaios antimicrobianos. A atividade
antibacteriana, foi realizada em bactérias Gram positivas e Gram negativas e para a atividade
antifungica Trichoderma viride e foram usados quatro espécies diferentes de Aspergillus. Eles
relataram que o extrato hidroetandlico tinha o mesmo efeito bactericida para todas as bactérias
testadas em comparagdo com a infusdo em que nenhuma atividade inibidora de crescimento foi
observada contra Bacillus cereus, Micrococcus flavus e Escherichia coli e sem efeito
bactericida em Enterobacter cloacae, apesar da capacidade de inibir seu crescimento. Eles
justificaram seu resultado explicando a diferenga nas concentragdes dos compostos fenolicos
presentes em ambos os extratos e destacou que ambas as propriedades antibacterianas e

antifungicas revelaram uma similaridade faixa de concentragdo de inibigdo.
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Existem relatos anteriores sobre a atividade antimicrobiana de extratos de célice de
H. Sabdariffa obtidos com diversos tipos de extratos. Higginbotham, et al., (2014) avaliaram o
potencial antimicrobiano de extratos aquosos, enquanto BorrasLinares et al., (2015) utilizou
um extrato etanolico acidificado, e Abdallah (2016) testou este acdo em extratos metanolicos.
Além disso, Wong, Lim e Chan (2010) também descreveram sua atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, usando extratos metanolicos de folhas e
calices de diferentes espécies de Hibiscus.

Elmanama, Alyazji ¢ Abu-Gheneima (2011) estudaram os extratos de metanol e
agua de H. sabdariffa, obtido por extracdo de Soxhlet, contra um painel de fungos e bactérias,
revelando maior efeito antifiungico. Em suma, as propriedades antimicrobianas dos célices de
H. sabdariffa podem ser atribuidas ao riqueza em metabdlitos fitoquimicos, como acidos
fenolicos (acido protocatecuico) e antocianinas (delfinidina-3-O-sambubiodsido e cianidina-3-
O-sambubiodsido), bem como descrito por outros autores (LIU; TSAO; YIN, 2005;
GUTIERREZ-ALCANTARA et al., 2016).

5.3 Analise fitoquimica da fracdo hidroetandlica em acetato de etila e

diclorometano de vinagreira (Hibiscus sabdariffa L.)

O processo de extragdo foi realizado pela técnica de maceragdo onde se obteve um
rendimento de 12,2% da fra¢do do extrato hidroetanolica 70%) e fracionamento liquido-liquido
realizado com 8 g de extrato mole hidroetandlica em acetado de etila com rendimento de 1,621
g; e em diclorometano com rendimento de 0,328 g.

Os resultados das andlises realizadas na fracdo de acetato de etila e diclorometano
encontram-se na Tabela 4. Em ambas as fra¢des foi identificada a presenca de substincias
fenolicas, flavonoides e cumarinas. Os melhores resultados de rendimentos das fragdes podem
ser observados na fracdo de acetato de etila submetidos a extracdo liquido/liquido. Neste
sentido, € possivel sugerir que nessa fracdo de acetato de etila, existe a presenga de compostos

de maior polaridade, podendo apresentar maior potencial antioxidante.
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Tabela 4 — Resultados das reagdes Reacdes indicativas de substancias presentes no extrato

hidroetanélico de vinagreira nas fragdes de acetato de etila e diclormetano, Sao Luis, 2021.

Substincias Diclorometano  Ac. de Reacoes
etila
fenolicas + + Cloreto férrico;
Hidroxido de potassio
Flavonoéides + + Oxido de magnésio;
Acido cloridrico
Taninos - + Cloreto férrico;
Solucdo de gelatina
Cumarinas + + Reativo de KOH;
Visualizacao UV
Alcalodides - - Reativo de Mayer
Heterosidios - - Reativo de Bertrand
cardiotonicos - + Reagdo de Baljet
- + Reacao de Keller-
Kiliani

(+) resultado positivo para reagdo; (-) resultado negativo para reacio

As antocianinas compde subgrupo de flavonoides, sendo os principais
constituintes bioativos de Hibiscus sabdariffa L. (MACIEL et al, 2012; IBRAHIM; BUSRA,
2014). Essas substancias sao encontradas principalmente nos calices, além de estarem
presentes nas folhas, assim como outros compostos fenodlicos bioativos, sugerindo serem

precursores na atividade antioxidante.

Peng et al. (2011) indentifiracaram compostos fenokicos no extrato metanolico de
calice seco de H. sabdariffa. Beltran-Debon et al. (2010), relataram a presenga de
Quercetina-3-O-glucosideo em infusdes preparadas a partir do célices de H. sabdariffa,
Herranz-Lopez et al. (2012) relataram a presenga de Kaempferol-3-O-rutinosideo em
extratos aquosos e etandlicos preparados a partir de célices secos de H. sabdariffa.

O extrato alcodlico das partes aéreas do hibisco possui antocianinas e polifendis
totais, indo ao encontro do que foi citado por Sdyago-Ayerdi et al. (2007); Tsai et al. (2002);
Lai et al. (1991) quando relacionaram a alta concentracdo de antocianinas nos calices do

hibisco com uma boa fonte de antioxidante, devido aos seus compostos fenolicos.

Aurélio et al. (2008), relataram que os extratos de calices de hibiscus sdo ricos
em antocianinas como delfinidina-3-glucosideo, sambubiosideo e cianidina-3-

sambubiosideo contribuindo para suas propriedades antioxidantes, eles usaram
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principalmente um solvente aquoso ou orgéanico para extrair os polifenois e antocianinas dos
calices de vinagreira.

Luvonga et al. (2010) relataram a presenca de compostos fendlico no extrato de
vinagreira. Recentemente, Jabeur ef al. (2017) em seus estudos identificaram delfinedina-3-o-
sambubiosideo, delfinidina-3-o glicosideo e cianidina- 3-o sambubiosideo.

Camelo-Mendez et al. (2013) observaram que o etanol ¢ o melhor solvente para a
extracdo de antocianina, que variou de 17,3 a 32,2 mg de cianidina-3-glicosideo/g de peso seco
nas variedades pigmentadas.

Em um estudo realizado por Freitas, Santos e Moreira (2013), em extratos
hidroetanoélica de caules ou folhas de hibisco, foi detectado indicativos positivos de taninos,
flavonoides, fenois e esteroides.

Adamu e Ngwu (2015) realizaram analises em folhas de hibisco, onde foi
encontrada a presenca de flavonoides, saponinas, esteroides e taninos em extrato metanolico,
enquanto Sobota, Pinho e Oliveira (2016), utilizando extratos aquosos ou alcoolicos, obtidos
por infusdo ou decocto, detectaram apenas cumarinas e flavonoides.

Mohd-Esa et al. (2010), avaliaram o teor de compostos fendlicos em amostra de
Hibiscus sabdariffa, e detectaram que houve varia¢do dos resultados em fun¢do da parte da
planta (semente, célice, folhas ou caule) e do tipo de solvente utilizado (metanol a 80% ou dgua
destilada) na obtengdo dos extratos, onde os maiores valores encontrados, foram no extrato
metanolico de sementes. Formagio et al. (2015) afirmam que o teor de fendis em amostras de

hibisco foi maior nos extratos metanolicos de calices, em comparacao aos das folhas.
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6 CONCLUSOES:

Concluiu-se que as partes aéreas de H. sabdariffa possuem altos teores de cinzas,
umidade e acido ascorbico, bem como baixos teores de lipideos e proteinas. A preparagdo do
extrato hidroetanolica teve rendimento total de 12,2%, com melhor rendimento apos
fracionamento liquido-liquido em acetato de etila. Quanto a atividade antimicrobiana, ¢
possivel inferir que apenas a fracdo de acetato de etila se mostrou eficaz contra S. aureus, nao
apresentando atividade satisfatoria contra os outros micro-organismos testados. Em ambas as
fragdes foi identificada a presenca de substancias fenolicas, flavonoides e cumarinas porém, ¢
possivel sugerir que na fragdo de acetato de etila, existe a presenca de compostos de maior

polaridade, podendo apresentar maior potencial antioxidante.
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