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Resumo

Introdugdo: as Hisbiscus pertencentes a familia Malvaceae sdo amplamente utilizadas na drea ornamental e vem ganhando espago na area
alimenticia com suas flores comestiveis e corantes naturais. Alguns estudos demonstraram atividade antibacteriana de algumas espécies
deste género frente a diversos microorganismos. Hibiscus acetosella, também conhecida popularmente como vinagreira, possui em
literatura cientifica pouca informagdo sobre sua composigdo quimica e agdo antibacteriana. Objetivo: caracterizar o perfil farmacognéstico
relacionando com a agdo microbioldgica das folhas de H. acetosella. Metodologia: o perfil farmacognéstico foi realizado através de
testes de precipitagdo, teste colorimétrico, quantificagdo de compostos fendlicos e andlise cromatografica do extrato hidroalcodlico e
das fragBes das folhas de H. acetocella. A agdo antibacteriana do extrato hidroalcodlico (60 mg) e fragdes (25 mg) foi analisada frente
aos microorganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa por meio do método de difusdo em agar.
Resultados: a andlise farmacogndstica apresentou resultados positivos para as classes de substancias: taninos, flavonoides, cumarinas,
heterosideos cardiotonicos e alcaloides. O extrato hidroalcodlico possui aproximadamente 352,85 mg/L de polifendis totais. As fragdes
com cardter mais polar (n-butanol e acetato de etila) apresentaram efeito relevante contra os microorganismos S. aureus e P. aeruginosa.
Conclusdo: os resultados demonstraram que agdo antibacteriana pode estar relacionada com a classe de com compostos fendlicos, uma
vez que as fragBes que apresentaram melhor resultado possuem maior concentragdo destes metabdlitos.

Palavras-chave: Compostos Fendlicos. Staphylococcus Aureus. Pseudomonas Aeruginosa. Plantas Medicinais

Abstract

Introductio the Hisbiscus belonging to the family Malvaceae are widely used in the ornamental area and have been gaining space in the
food area with its edible flowers and natural dyes. Some studies have demonstrated antibacterial activity of some species of this genus
against different microorganisms. Hibiscus acetosella, also popularly known as vinegar, has little scientific information about chemical
composition and antibacterial action. Objective: caracterizar o perfil farmacogndstico relacionando com a agéo microbioldgica das folhas
de H. acetosella. Method: the pharmacognostic profile was performed through precipitation tests, colorimetric test, quantification of
phenolic compounds and chromatographic analysis of the hydroalcoholic extract and the fractions of the leaves of H. acetocella. The
antibacterial action of the hydroalcoholic extract (60 mg) and fractions (25 mg) were analyzed against the microorganisms Staphylococcus
aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa through the agar diffusion method. Results: the pharmacognostic analysis presented
positive results for the classes of substances: tannins, flavonoids, coumarins, cardiotonic heterosides and alkaloids. The hydroalcoholic
extract has approximately 352.85 mg / L of total polyphenols. The most polar fractions (n-butanol and ethyl acetate) had a significant
effect against the S. aureus and P. aeruginosa microorganisms. Conclusions: the results showed that the antibacterial action may be
related to the class of phenolic compounds, since the fractions presented the best antibacterial result have a higher concentration of
these metabolites.

Keywords: Phenol Compounds. Staphylococcus Aureus. Pseudomonas Aeruginosa. Medicinal Plants.

INTRODUCAO

A falta de recursos e acesso as terapias modernas
fazem com que diversas populagdes utilizem métodos
tradicionais da medicina popular para realizar os cuidados
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basicos a saude. As preparagbes a base de plantas me-
dicinais sdo uma das principais praticas utilizadas pelas
pessoas em geral. Por conta disso, as plantas acabam
exercendo um recurso vital para os cuidados primarios a
saude (CALIXTO, 2000).

As atividades terapéuticas atribuidas as plantas
medicinais estdo relacionadas as moléculas do seu me-
tabolismo secundario, que se diferencia em cada espécie
para atender a uma func¢do ecoldgica especifica. Esta
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diversidade de moléculas faz das plantas uma fonte inte-
ressante para descoberta de moléculas bioativas e para
o desenvolvimento de farmacos (JHEMES et al., 2017).
Cientistas de todo o mundo vém estudando e confirmando
o potencial das plantas e de suas substancias isoladas
frente a diversos micro-organismos (MUNUSWAMY et
al., 2013; SHARMA et al., 2017).

Rios e Recio (2005) listaram espécies vegetais com
acdo antibacteriana, além de identificar que os compostos
fendlicos foram os constituintes quimicos predominantes
nestas plantas, constatando que bactérias gram positivas
sdo sensiveis a este grupo de substancias.

Em um levantamento de espécies vegetais com agao
antibacteriana promissora encontram-se as plantas Hibis-
cus esculentus, Hibiscus trionum e Hibiscus syriacus. Os
extratos dessas espécies tem atividade antibacteriana em
ensaios de diluicdo em caldo contra o microorganismo
Mycobacterium tuberculosis (GAUTAM; SAKLANI; JACHAK,
2007). Outras espécies deste género como a Hibiscus sab-
dariffa e Hibiscus tiliacua tém agdo antibacteriana frente
aos microorganismos: Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosas, Salmonella choleroe-
suis e Escherichia coli (WONG; LIM; CHAN, 2010).

Dentre as espécies do género Hisbiscus encontra-se
Hibiscus acetosella Welw Ex. Hiern. com origem africana
popularmente conhecida como vinagreira, groselheira ou
quiabo roxo. Tem como aspectos botanicos ser uma planta
arbustiva, de caule semi-lenhoso, folhas cor de vinho es-
cura com nervuras palmadas, flores solitarias de cor rosa
arroxeada com frutos em capsulas (LORENZI; SOUZA, 1999).
As folhas de H. acetosella sdo também consumidas pela
populagdo na forma de salada e na produgdo de geleia.
Ha no entanto, poucas informagdes em literatura cientifica
em relagdo a atividade antimicrobiana para esta espécie
guando comparado com outras espécies de Hibiscus, como
também em relagdo a sua composicdo fitoquimica. Portan-
to, este estudo objetiva investigar a agdo antibacteriana e
o perfil farmacogndstico de H. acetosella.

METODOLOGIA

O material vegetal utilizado para as analises foram
folhas de H. acetosella coletadas no Horto Florestal da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC). A
planta foi previamente identificada pela botanica Dra. Va-
nilde Citadini-Zanette do Herbario Pe. Dr. Raulino Reitz, da
UNESC. Uma exsicata foi armazenada no mesmo Herbario,
sob o registro CRI: 8551. As folhas foram secas em estufaa
40 °C, trituradas e maceradas em dlcool 70% na proporgao
de 1:5 (p/v), por 15 dias. Apds este periodo o extrato foi
filtrado e o solvente eliminado sob pressao reduzida, para
a obtencdo do extrato hidroalcodlico, nomeado de EH. Foi
utilizada a metodologia de parti¢ao liquido-liquido no EH
(8 g) com os solventes: diclorometano, acetato de etila e
n-butanol. Apds a extragdo, os solventes foram eliminados
sob pressdo reduzida. As fragdes foram respectivamente
nomeadas de F-DCM, F-AcOEt e F-BuOH.
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As amostras EH, F-DCM, F-AcOEt e F-BuOH foram ana-
lisadas para os seguintes metabdlitos: compostos fendlicos,
cumarinas, antraquinonas, taninos, flavonoides, saponinas,
alcaloides e heterosideos cardiotonicos.

A determinacdo dos niveis de polifendis totais do EH,
F-DCM, F-AcOEt e F-BuOH (0,6 mg/mL), foi realizada por
meio do método Folin Ciocalteu. O acido galico foi utilizado
na curva padrdo nas concentragGes de 250, 200, 150, 100
e 50 mg/L. As leituras foram realizadas em espectrofoto-
metro a 765 nm em duplicata (SHAHIDI; NACZK, 1995).
A equacdo de reta foi obtida a partir da regressao linear
utilizando o programa Microsoft Excel®.

Para realizar a identificacdo qualitativa das antociani-
nas, moléculas muito presentes em espécies de Hisbiscus
(GRAJEDA-IGLESIAS et al., 2017) utilizou-se a técnica de
cromatografia em coluna (CC) para isolamento e cromato-
grafica por camada delgada (CCD), seguida por revelagdo
com anisaldeido sulfurico. A CC foi realizada com EH em
silica gel 60F utilizando como fase mdvel os solventes: he-
xano e AcOEt nas proporgoes 8:2, 1:1, 2:8, AcOEt e MeOH
6:4 e MeOH. As analises CCD foram realizadas com as
fracGes F-DCM, F-AcOEt e F-BuOH e com as fra¢des da CC.

Os eluentes utilizados para CCD foram: CHCI,:AcOEt
(60:40), CHCI,:MeOH:CH,COOH (47:47:5), AcOEt: MeOH
(60:40), AcOEt: MeOH: H,0 (100: 13,5:10) e n-butanol:
CH,COOH:H,0 (50:10:20). As CCD foram analisadas em
lampada de UV no comprimento de onda 365 nm e al-
gumas placas foram reveladas com anisaldeido sulfurico
(BLADT, 1996).

A atividade antimicrobiana foi realizada por meio do
método difusdo em agar com disco de papel para o controle
positivo ou em pogo para o extrato hidroalcodlico, fragdes
e controle negativo. O teste foi realizado em duplicata.
As bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudo-
monas aeruginosa (ATCC 27853) e Escherichia coli (ATCC
25922) foram inoculadas separadamente em agar Mieller
Hinton, Cetrimide ou MacConkey, respectivamente. A
cultura bacteriana foi crescida a 37 2C por 24 horas. Apds
a incubagao, a cultura foi diluida em solugdo salina estéril
(NaCl 0,9%) de acordo com a escala de MacFarland (0,5).
Uma aliquota da suspensao foi inoculada em placa conten-
do 4gar Mueller Hinton. Cada placa continha pogos com 7
mm de diametro onde foi aplicado 60 pL da amostra e cada
placa recebeu um disco de ceftriaxona. As amostras testa-
das foram: EH 60 mg ou F-DCM 25 mg ou F-AcOEt 25 mg
ou F-BuOH 25 mg. A ceftriaxona foi utilizada como controle
positivo e a solugdo de diluigdo das amostras (dgua com 3%
de tween 80) como controle negativo. Apds aplicagdo das
amostras, as placas foram incubadas a 37 2C por 24 horas.
Depois do tempo de incubacdo verificou-se a presenca do
halo de inibi¢do ao redor do material e mensurado seu di-
ametro com auxilio de uma régua milimetrada (CLSI, 2009).

RESULTADOS

O EH obteve rendimento de 12,2%, a partigdo liquido-
-liquido do EH resultou em maiores rendimentos quando
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realizados com os solventes, acetato de etila (F-AcOEt
20,1%) e n-butanol (F-BuOH 12,5%), comparados ao diclo-
rometano (F-DCM 4,5%).

Os resultados referentes a andlise farmacogndstica do
EH, F-DCM, F-AcOEt e F-BuOH estdo descritos na Tabela 1.
O EH apresentou auséncia de antraquinonas e saponinas,e

presenca dos compostos fendlicos, flavonoides, taninos,
cumarinas, alcaloides e heterosideos cardiotonicos. As fra-
¢Oes F-AcOEt e F-BuOH obtiveram resultados positivos para
os mesmos metabdlitos do EH, ja o F-DCM obteve resulta-
dos negativos para taninos e heterosideos cardiotonicos.

Tabela 1 - Reagdes indicativas de substdncias presentes no extrato hidroalcodlico (HE), nas fragdes de butanol (F-BuOH), acetato de

etila (F-AcOEt) e diclorometano (F-DCM).

HE F-BUuOH F-AcOEt F-DCM Reacgles
Substancias Fendlicas + + + + Cloreto férrico; Hidroxido de potassio
Flavonoides + + + + Oxido de magnésio; Acido cloridrico
Taninos + + + - Cloreto férrico; Solugdo de gelatina
Cumarinas + + + + Reativo de KOH; Visualizagdo UV
Antraquinonas - Hidréxido de potéssio
Saponinas - Agua destila e agitagdo em cilindro graduado; Acido cloridrico.
Alcaloide + - - - Reativo de Mayer

+ + + + Reativo de Dragendorf

+ + - + Reativo de Brouchardat;

+ - - - Reativo de Bertrand
Heterosideos cardiotdnicos  + + + - Reacgdo de Baljet;

+ + + - Reagdo de Keller-Kiliani;

(+) resultado positivo para reagdo; (-) resultado negativo para reagdo; (EH) extrato hidroalcodlico da folhas de H. acetosella; (F-DCM) fragdo de
diclorometano; (F-AcOEt) fragdo de acetato de etila; (F-BuOH) fragdo de n-butanol; as trés fragcdes foram obtidas através do fracionamento liquido-

liquido do EH.
Fonte: Autores

O perfil cromatografico das trés fracGes da particdo
liquido-liquido (F-DCM, F-AcOEt, F-BuOH) se diferen-
ciou tanto na coloragdo como no fator de retengdo (Rf)
das manchas. De todos os eluentes testados n-BuOH:
CH,COOH:H,0 (50:10:20) foi o mais eficiente para ob-
tencdo do melhor perfil cromatografico em CCD. As
placas reveladas com anisaldeido sulfurico apresentaram
na F-BuOH varias manchas de coloracdao avermelhada.
Conforme Bladt (1996) o surgimento desta coloragdo ca-
racteriza a presenca de antocianinas, a F-AcOEt também
apresentou uma macha avermelhada.

A cromatografia em coluna do EH produziu 26 fragdes
avaliadas por CCD, por isso as com perfil cromatografico
semelhantes foram reagrupadas dando um total de 6
fragdes nomeadas de A, B, C, D, E e F. A fracdo E apre-
sentou apenas uma mancha, que quando revelada com
anisaldeido apresentou coloragdo roxa caracterizando a
presenca de antocianina, conforme Bladt (1996).

No doseamento de compostos fendlicos a curva
padrdo com acido galico gerou a equacdo da reta y =
0,001x + 0,014, com coeficiente de correlagdo de 0,997.
Os testes foram realizados em duplicata e os resultados
estdo descritos em mg/L (Tabela 2).

O teste microbioldgico realizado com as fragdes F-
-BuOH e F-AcOEt demonstra agdo antibacteriana relevan-
te frente aos microorganismos S. aureus e P. aeruginosa;
ja a F-DCM foi ineficaz contra as bactérias testadas. O EH
diminuiu o crescimento das trés espécies de bactérias

testadas. Os diametros em milimetros (mm) dos halos
de inibicdo estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 2 — Concentragéio de polifendis totais em mg/ L.

Amostras (0,6 mg/mL) Concentracgio polifenéis totais - mg/ L
F-AcOEt 352,85
F-BuOH 224,77
F-DCM 254,38
EH 249,77

(EH) extrato hidroalcodlico da folhas de H. acetosella; (F-DCM) fragdo
de diclorometano; (F-AcOEt) fragdo de acetato de etila; (F-BuOH) fragdo
de n-butanol; as trés fragdes foram obtidas através do fracionamento
liquido-liquido do EH.

Fonte: Autores.

Tabela 3 — DiGdmetros dos halos de inibigio em mm das fragées
provindas do fracionamento liquido-liquido da H. acetosella.

Amostras Concentragdo E.coli  S. aureus P. aeruginosa
Padrdo (+) 30 mg 30 mm 24 mm 17 mm
Padrdo (-) 60 pL 0mm 0mm 0mm
F-AcOEt 25mg 5 mm 24 mm 11 mm
F-BuOH 25mg 0mm 19 mm 12 mm
F-DCM 25mg 0mm 0mm 0mm
EH 60 mg 16 mm 21 mm 19 mm

Padrdo (+): Ceftriaxona; Padréo (-): Agua e tween 80 a 3%; (EH) extrato hi-
droalcodlico da folhas de H. acetosella; (F-DCM) fragdo de diclorometano;
(F-AcOEt) fragdo de acetato de etila; (F-BuOH) fragdo de n-butanol; as trés
fragOes foram obtidas através do fracionamento liquido-liquido do EH.
Fonte: Autores.
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DISCUSSAO

As analises de precipitacdo e colorimétrica das fracdes
mostraram que a F-DCM se diferencia das demais fragdes
(F-AcOEt e F-BuOH) quanto a composigdo fitoquimica.
Obtiveram-se resultados positivos no EH, F-AcOEt e F-BuOH
para os seguintes compostos: fendlicos, taninos, flavonoi-
des, cumarinas, heterosideos cardiotonicos e alcaloides.
A F-DCM obteve resultados positivos para compostos
fendlicos, flavonoides, cumarinas e alcaloides. Estes resul-
tados corroboram com outros estudos que ja identificaram
heterosideos cardiotonicos em outras espécies do género
Hisbiscus (MUNGOLE; CHATURVEDI, 2011). Estes compos-
tos ja foram identificados em outros géneros como, por
exemplo, Corchorus da familia Malvaceae, que foi isolado
e identificado o composto estrofantina (AL-SNAFI, 2016). A
presenca de alcaloides ja foi detectada também na Hibiscus
vitifolius (RAMASAMY; SARASWATHY, 2014), (RAMASAMY;
SARASWATHY, 2014) contribuindo com os resultados po-
sitivos obtidos para esta classe de metabdlito presente na
H. acetocella.

As placas reveladas com anisaldeido sulfurico
apresentaram na F-BuOH vdrias manchas de coloragdao
avermelhada. De acordo com Bladt (1996), o surgimento
desta coloracdo caracteriza a presenga de antocianinas,
ocorrendo o mesmo resultado na F-AcOEt.

A F-DCM apresentou duas manchas de coloragdo ala-
ranjada (UV), o que é caracteristico de flavondides. Quando
utilizado o solvente cloroférmio: metanol: acido acético
glacial para identificagdo de alcaldides, além das manchas
alaranjadas, também sugiram manchas de colora¢do ama-
rela, rosa e azul (UV), sendo que a cor azul, conforme Bladt
(1996) é indicativo de alcaloides. A F-AcOEt apresentou
manchas de coloracdo amarela, alaranjada, verde e azul
clara (UV). Para Bladt (1996), caracteristico de flavonoides
e alcaloides. A F-BuOH apresentou manchas de coloragao
azul clara e verde escura (UV), confirmando a presencga de
flavonoide e alcaloides.

A fragdo E da cromatografia em coluna apresentou
apenas uma mancha, que quando revelada com anisaldeido
apresentou coloragdo roxa caracterizando a presenca de
antocianina, conforme Bladt (1996).

O EH apresentou aproximadamente 352,85mg/ L de
polifendis, que corresponde a aproximadamente 7% da
composicdo das folhas seca. Os compostos fendlicos sdo
produzidos pelo metabolismo secundario com a finalida-
de de defesa a insetos, patégeno e demais inimigos am-
bientais. Os niveis elevados destas substancias na planta
influenciam no aumentam a resisténcia a patdgenos e
insetos (LATTANZIO et al., 2006).

As F-BuOH e F-AcOEt testadas na concentracgdo de 25
mg tém acdo antibacteriana relativamente semelhantes
aos resultados do EH frente as bactérias S. aureus e P. ae-
ruginosas, que tiverem halo de inibicdo de 21mm e 19mm,
respectivamente. Em relagdo a E. coli o EH gerou 16 mm
de halo de inibigdo; ja as fragdes nao foram eficientes, pois
apenas a F-AcOEt gerou halo de inibicdo de apenas 5 mm de

Rev. Ciénc. Méd. Biol., Salvador, v. 17, n. 2, p. 170-174, mai./jun. 2018

diametro. O perfil fitoquimico da F-DCM apresentou resul-
tados negativos para taninos e heterosideos cardiotonicos,
como também foi a Unica fragdo da extragdo liquido-liquido
gue ndo apresentou nas analises de CCD machas sugestivas
de antocianinas, portanto a auséncia destes componentes
pode justificar sua ineficacia.

Dentre estes metabdlitos secunddrios os polifendis se
destacam em relacgdo a atividade antibacteriana, pois este
grupo de moléculas é sintetizado pelas plantas para prote-
¢do contra patégenos, sendo as moléculas mais relevantes
os flavonoides e os taninos (HAVSTEEN, 2002).

Estudos demonstram o potencial antibacteriano dos
extratos com alto teor de polifendis ou isolados, porém
seu mecanismo de a¢do ainda nao esta bem esclarecido.
Alguns autores tém sugerido que sua agdo estd relacio-
nada com inibicdo de proteinas, enzimas e interagdo com
elementos da membrana alterando sua permeabilidade e
fluidez (CUSHNIE; LAMB, 2005). Os flavonoides possuem
grande atividade sobre as bactérias gram positivas, pois
sdo capazes de penetrar a membrana fosfolipidica e exercer
funcdo dentro da bactéria (DAGLIA, 2012).

A andlise quantitativa de polifendis de plantas utiliza-
das popularmente demonstrou que as plantas com maior
concentragdo de taninos eram aquelas utilizadas com
antibidticos (SIQUEIRA et al., 2012). Outros metabdlitos
secundarios como os alcaloides (MOREL et al., 2005)
também possuem estudos que relatam sua agdo frente a
bactérias gram positivas e gram negativas, sem deixar de
descartar a possibilidade do sinergismo entre as moléculas.

CONCLUSAO

H. acetosella é uma fonte interessante de polifendis,
tendo aproximadamente 7% de polifendis totais nas folhas
secas. Ainda se constatou a presenga dos seguintes me-
tabdlitos: taninos, flavonoides, cumarinas, heterosideos
cardiotonicos e alcaloides.

As fragGes F-BUOH e F-AcOEt tém maior atividade an-
tibacteriana frente as bactérias S. aureus e P. aeruginosa.
A fragao F-AcOEt na concentragdo de 25 mg demonstrou
acdo idéntica a ceftriaxona para o microorganismo S. aureus
com halo de inibicdo de 24mm para ambas. Os resultados
demonstraram que a agdo antibacteriana pode estar
relacionada a composicao quimica dos extratos, ja que
a F-DCM foi a que mais se diferenciou das demais tanto
no rendimento como na auséncia de taninos, alcaloides
e antocianina.
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