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RESUMO: “Analise fitoquimica e antibacteriana da planta Hibiscus acetosella WeLw ex
Hiern”

As espécies de Hisbiscus pertencente a familia Malvaceae sao amplamente utilizadas na area
ornamental, mas nos dltimos anos vem ganhando espaco na drea alimenticia com suas flores
comestiveis e corantes naturais. Alguns estudos demonstram o potencial antibacteriano desta
espécie frente a diversos microorganismos. A planta Hibiscus acetosella também conhecida
popularmente como vinagreira possui poucas informagdes sobre sua composi¢ao quimica e
acdo microbioldgica. Este estudo teve por objetivo analisar o perfil cromatogréfico,
quantificar substancias fendlicas e avaliar acdo antibacteriana frente aos microorganismos
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, das folhas de H.
acetosella. O doseamento dos compostos fendlicos demonstrou que a planta possui
aproximadamente 0,359 mg/mL de polifendis totais € 0,104 mg/ mL de flavondides nas
folhas, as fracdes com cardter mais polares foram as que tiverem maior concentragao de
polifenois totais e flavonéides. As fracdes butanolico e de acetato de etila mostraram efeito
relevante contra os microorganismos S. aureus € P. aeruginosa. Esta acdo antibacteriana pode
estar relacionada com os compostos fendlicos presentes na planta.

Palavras chave: Compostos fendlicos, atividade antibacteriana, Hibiscus acetosella

ABSTRACT: “Phytochemical analysis and antibacterial plant Hibiscus acetosella WeLw
ex Hiern"

The species of Hisbiscus belongs to Malvaceae family and they are used in ornamental area.
Its flowers and natural pigments are being used in nourishing area during the last years and
some studies have shown its antibacterial potential. Hibiscus acetosella is also popularly
known as vinegar plant and there is a little information about its chemistry composition as
well as its microbiological action. This study has the goal to analyze the chromatographic
aspect, to quantify phenol substance and to evaluate its microorganisms Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa antibacterial potential. The dose of
phenol compounds shown the plant has approximately 0,359 mg/mL of total polyphenol and
0,104 mg/ mL of flavones in its leaves. The fractions with more polar character were the ones
which more concentration of total polyphenol and flavones. The butanol fraction and ethyl
acetate show the relevant effect against S. aureus e P. aeruginosa microorganisms. The
dichloromethanic essence was resistant to three bacteria. That antibacterial action may be
related to the phenol compounds in the plant.

Keywords: phenol compounds, antibacterial activity, Hibiscus acetosella.



INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo utilizadas pelo homem h4 milhares de anos com a finalidade
de curar suas enfermidades, o que proporcionou um vasto conhecimento sobre as acdes
terapéuticas e a toxicidade de determinados espécies. O conhecimento sobre as plantas
medicinais inicialmente era adquirido pela transmissdo oral de informagdes e relatos, hoje
além das informacgdes empiricas hd também as registradas em herbdrios e as publicacdes
cientificas .

Apesar do uso milenar das plantas, apenas um ndmero relativamente pequeno da
biodiversidade das espécies presentes no planeta possuem estudos que comprovem sua
aplicacdo terapéutica, eficcia e seguranca y

A diversidade molecular dos vegetais estd relacionada ao seu metabolismo
secundério, sendo este responsdvel pela produ¢do de compostos quimicos necessdrios para
sobrevivéncia da planta. Os metabdlitos secundérios se diferenciam em cada espécie para
atender uma funcdo ecoldgica especifica. Esta diversidade de moléculas produzidas pelo
metabolismo secunddrio faz com que as plantas sejam uma fonte rica de material de partida
para descoberta de moléculas bioativas e desenvolvimento de farmacos *>®7,

As plantas medicinais se tornaram fonte riquissima para descobertas de novos
antibacterianos, devido ao alto indice de resisténcia bacteriana aos farmacos ja existentes.
Cientistas de todo mundo vém mostrando o potencial das plantas e de suas substincias
isoladas frente a diversos microorganismos °~°. Um artigo de revisio listou 75 espécies
vegetais com acdo antibacteriana, dentro deste estudo constatou-se que dos constituintes
quimicos presentes nestas plantas os compostos fendlicos foram predominantes e que
bactérias gram positivas sdo sensiveis a este grupo de substancias '°.

Dentre a diversidade de plantas o género Hibiscus pertencente a familia Malvaceae se

destaca na area ornamental com sua diversidade de flores coloridas, mas nos ultimos anos
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vem ganhado espaco na drea alimenticia com suas flores comestiveis e corantes naturais. A
maioria das flores desta espécie tem como constituintes as vitaminas A e E, quercetina e
antocianinas >,

Em um levantamento de espécies vegetais com acdo antibacteriana promissora
estavam as plantas Hibiscus esculentus L., Hibiscus trionum L. e Hibiscus syriacus, onde os
extratos aquosos destas demonstraram atividade antibacteriana em ensaios de dilui¢do em
caldo contra o microorganismo Mycobacterium tuberculosis **. Outros géneros desta espécie
como a Hibiscus sabdariffa e Hibiscus tiliacua ja demonstraram agdo antibacteriana frente
aos microorganismos Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosas,

15,16 o . e
. A Hibiscus rosa-sinensis inibiu o

Salmonella choleroesuis e Escherichia coli
crescimento de S. aureus, P. aeruginosas e foi resistente para E. coli, '’ como também o 6leo
de Hibiscus cannabinus foi eficiente para diversas bactérias '.

Dentre as espécies do género Hisbiscus temos a Hibiscus acetosella de origem
africana que é popularmente conhecida como vinagreira, groselheira ou quiabo roxo. Tem
como aspectos botanicos ser uma planta arbustiva, de caule semi-lenhoso, folhas cor de vinho
escura com nervuras palmadas, e flores solitdrias de cor rosa arroxeada com frutos em
capsulas '°.

Estudos com a H. acetosella relacionados a drea agronoma demonstram a resisténcia
desta planta a larvas, insetos, pragas e nematdides, impedindo a proliferacdo destes parasitas.
2021 Em relagcdo ao perfil quimico desta planta j4 foi constatado a presenca de antocianinas
em suas flores % ¢ em outra avaliacdo realizada com as folhas foi identificado os constituintes
taninos, flavonodides, cumarinas, heterosideos cardiotdnicos e alcaldides. Neste dltimo estudo
também foi analisada a agdo antibacteriana do extrato hidroalcodlico 70% das folhas, que

. TRV . . . 2
apresentou efeito inibitério contra os microorganismos S. aureus e P.aeruginosa .



Devido a planta H. acetosella ter poucas informagdes na literatura cientifica em
relacdo aos seus constituintes quimicos e acdo terapéutica, este estudo tem por objetivo
aprofundar os conhecimentos sobre este planta quanto a sua acdo antibacteriana e perfil

quimico.

METODOLOGIA

Preparo do material vegetal

O material vegetal utilizado para as andlises, foram as folhas de Hibiscus acetosella
colhidas do Horto Florestal da UNESC, identificada pela botanica Dra. Vanilde Citadini
Zanette e armazenada sob a forma de exsicata no Herbario Pe. Dr. Raulino Reitz da UNESC,
sob o registro 8551. As folhas foram secas em estufa a 40°C e apds foram trituradas com
auxilio de um moedor de facas para obtencdo de um p6 fino **.

O macerado foi realizado com as folhas em dlcool 70% na propor¢ao de 1:5 (p/v),
permanecendo por 15 dias em maceragdo. Apds o extrato foi filtrado com papel filtro e
posteriormente evaporado o solvente com auxilio de rota evaporador, para a obtencdo do

extrato hidroalcoolico (70%) 2,

Fracionamento do material vegetal

A particdo liquido-liquido foi realizada com os solventes diclorometano, acetato de

etila e n-butanol, apds a extragdo os solventes foram eliminados com auxilio de rota vapor

para obtencdo das fracdes 2627,



Analise fitoquimica

Foram realizados andlises das seguintes classes de substancias: fendlicas (cumarinas,
taninos e flavonodides), alcaldides e heterosideos cardiotonicos das fragdes da parti¢ao liquido-
liquido ** *°. Nio foram analisadas a presenca de antraquinonas e saponinas nas fracdes, pois
no extrato hidroalcodlico as reacdes foram negativas >°.

A Cromatografia em coluna (CC) foi realizada em silica gel 60F tendo como fase
movel os solventes: hexano e acetato de etila nas propor¢des 8:2, 1:1, 2:8, acetato de etila e
metanol 6:4 e metanol >"".

A andlise em cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada com as fracdes
da extracdo liquido-liquido e com as fragdes da cromatografia em coluna comparando com o
padrao quercetina. Os eluentes utilizados foram cloroférmio: acetato de etila (60:40),
cloroférmio:metanol: dcido acético glacial (47:47:5), acetato de etila: metanol (60:40), acetato
de etila: metanol: dgua (100: 13,5:10) e butanol: acido acético glacial:dgua (50:10:20) . As
placas cromatogréficas foram analisadas em lampada de UV no comprimento de onda 365
nm, algumas placas foram reveladas com revelador anisaldeido *°".

A determinagdo dos niveis de polifendis totais foi realizada através do método Folin
Ciocalteu, onde a curva padrao foi produzida com solugdes de dcido gélico nas concentragdes
de 250, 200, 150, 100 e 50 mg/L e as leituras foram realizadas em espectrofotometro a 765
nm. Foram analisados o extrato hidroalcodlico (70%), a fracdo diclorometanica, a fracido de
acetato de etila e a fracdo butandlica 32,

Através do método colorimétrico de Cloreto de Aluminio foi realizado o doseamento

dos flavondides, a curva padrdo foi realizada com solugdes de quercetina nas concentragdes

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 hidroalcodlico (70%), fracdo diclorometanica,

fracdo de acetato de etila e fracdo butanélica *°.

Avaliacao microbioldgica

Avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizada através do método do poco,
conforme padronizado pela National Committee for Clinical Laboratory Standards™. As
bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Escherichia coli (ATCC 25922) foram inoculadas em agar Mueller Hinton, Cetrimide e
MacConkey, respectivamente. A cultura bacteriana foi crescida a 37 °C por 24 horas. Apds a
incubacdo, a cultura foi diluida em solucdo salina estéril (NaCl 0,9%) de acordo com a escala
de MacFarland 0,5, a fim de se obter uma densidade bacteriana de aproximadamente 108
UFC/mL. Uma aliquota da suspensao foi inoculada em placa contendo dgar Mueller Hinton,
mergulhando-se um swab estéril sobre a suspensdo. A aliquota microbiana foi espalhada de
forma homogénea por toda a placa. Foram realizados em cada placa um pog¢o com 7 mm de
diametro e inoculado 60 uL. da amostra (fracdo diclorometanica, fracdo de acetato de etila e
fracdo butandlica), também foi colocado um disco contendo o antibidtico ceftriaxona como
controle positivo e 60 uL solu¢do utilizada para ressuspender as amostras como controle
negativo (dgua com 3% de tween 80). A placa foi incubada a 37 °C por 24 horas. Apds a
incubacdo foi verificado a presenca de halo de inibicao ao redor do material e mensurado seu
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didmetro com auxilio de uma régua milimetrada.



RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo das folhas de H. acetosella, através da técnica de maceracdo teve
rendimento de 12,2% de extrato hidroalcoolico (70%). A particdo do extrato hidroalcodlico
demonstrou que os solventes, acetato de etila e butanol tiveram maior rendimento em relacao
ao diclorometano, conforme tabela 1.

Tabela 1: Rendimento do fracionamento liquido-liquido realizado com 8g de extrato mole

hidroalcodlico
Fracoes Rendimento
Acetato de etila 1,612 ¢
Butanol 0,997 g
Diclorometano 0,362 g

As andlises farmacognosticas das fragdes mostraram que a fragdo diclorometénica se

diferencia das demais quanto a composicao fitoquimica (Tabela 2).

Tabela 2: ReacOes indicativas de substincias presentes nas fragdes de butanol (BuOH),

acetato de etila (AcEt) e diclorometano (DiCl)

BuOH AcEt DiCl Reacoes
Substancias Fenolicas + + + Cloreto férrico; Hidréxido de potéssio
Flavonoides + + + Oxido de magnésio; Acido cloridrico
Taninos + + - Cloreto férrico; Solugdo de gelatina
Cumarinas + + + Reativo de KOH; Visualizacao UV
Alcaléide - - - Reativo de Mayer
+ + +  Reativo de Dragendorf



+ - + Reativo de Brouchardat;
- - - Reativo de Bertrand

Heterosideos cardiotonicos + + - Reacdo de Baljet;

+ + - Reagdo de Keller-Kiliani;

Legenda: (+) resultado positivo para reacao; (-) resultado negativo para reacao

Analises cromatograficas

O perfil cromatografico das trés fracdes de particdo liquido-liquido se diferenciou
tanto na coloragdo como no fator de retencdo (fr) das bandas, no entanto, nenhuma das fracdes
apresentou bandas com mesmo perfil que as produzidas pelo padrao de quercetina. De todos
os eluentes utilizados o butanol: 4cido acético glacial: dgua (50:10:20) foi o mais eficiente
para obtencdo do melhor perfil cromatogrifico. As placas reveladas com anisaldeido
apresentaram na fracdo butandlica varias bandas de coloracdo avermelhada, conforme Bladt,
1996 ** o surgimento desta coloragdo caracteriza a presenga de antocianidinas, ja fracdo de
acetato de etila apresentou somente uma macha avermelhada.

A fracdo diclorometidnica demonstrou duas bandas de coloracdo alaranjada,
caracteristico de flavondides. Quando utilizado o solvente cloroférmio: metanol: acido acético
glacial para identificacdo de alcaldides além das bandas alaranjadas, também sugiram bandas
de coloracdo amarela, rosa e azul, sendo que a cor azul € indicativa de alcaldides. A fragdo de
acetato de etila apresentou bandas de coloracdo amarela, alaranjada, verde e azul clara,
caracterizando a presenga de flavonoides e alcaldides. A fragdo butandlica demonstrou bandas
de coloragao azul clara e verde escura, caracterizando a presenca de flavonodide e alcaléides.

A cromatografia em coluna produziu 26 fracdes avaliadas por cromatografia em

camada delgada, onde aquelas com perfil cromatografico semelhantes foram reagrupadas
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dando um total de 6 fracdes nomeadas de A,B,C,D,E e F. A fracdo A apresentou apenas uma
banda no superior da placa de coloragao azul clara demonstrando que pode ser uma substancia

isolada. Ja as demais fracdes demonstraram coloragdes azuis, verde, amarelo e alaranjado.

Doseamento de compostos fenélicos

As equacdes de reta foram obtidas a partir da regressao linear utilizando o programa
Microsoft Excel®. A curva padrao com acido gélico gerou a equacdo da reta y = 0,001x +
0,014, com coeficiente de correlacdo (r) de 0,997. A curva padrdo de quercetina para
doseamento de flavondides gerou a equacdo de reta y = 0,007x - 0,002, com coeficiente de
correlagdo (r) de 0,997. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados estdo
descritos em mg/mL (tabela 3).

O extrato hidroalcodlico de H. acetosella apresentou aproximadamente 0,359 mg/mL
de polifendis totais e 0,104 mg/ mL de flavondides. Plantas como a Matricaria recutita
apresentam de 0,5 a 3% de flavonéides e Calendula officinalis 0,3 a 0,6 % A determinacdo
da concentracdo dos compostos fendlicos pode sofrer alteracdes devido ao cultivo,

armazenamento, metodologia de extracio e andlise .

Tabela 3: Concentracao de polifendis totais e flavondides em mg/mL

Fracoes Concentracao Polifenois totais Concentraciao Flavonoides
Acetato de etila 0,293 mg/mL 0,107 mg/mL
Butanol 0,331 mg/mL 0,100 mg/mL
Diclorometano 0,325 mg/mL 0,102 mg/ mL
Hidroalcodlico 0,359 mg/mL 0,104 mg/ mL
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Os compostos fendlicos sdo produzidos pelo metabolismo secundario com a finalidade
de defesa a insetos, patégenos e demais inimigos ambientais. Os niveis elevados destas
substincias na planta influenciam no aumentam a resisténcia a patégenos e insetos *°. Como
também ha vdrios estudos que apresentaram possiveis acdes carcinogénicas e genotoxicas de
compostos fendlicos quando administrados em elevadas concentracdes .

Os compostos fendlicos sdo conhecidos por possuir atividade antiinflamatéria *’,

efeito hipolipemiante ** e principalmente pelas suas propriedades antioxidantes **“**'. Sendo

que a acdo antioxidante esta relacionada com sua atividade antibacteriana **.

Analise microbiolégica

O antibiograma realizado com as fra¢des butandlica e de acetato de etila demonstram
acdo antibacteriana relevante frente aos microorganismos S. aureus e P. aeruginosa, ja a
fracdo diclorometanica foi resistente a todas as bactérias. O didmetro em milimitros (mm) dos
halos de inibi¢ao estao descritos na tabela 4.

Para diluicdao das amostras foi utilizado d4gua com tween 80 a 3%, sendo esta a melhor
concentracdo utilizada para diluir as amostras sem interferir nos resultados, esta solug¢do foi

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

Tabela 4: Diametros dos halos de inibicdo em mm das fracdes provindas do fracionamento

liquido-liquido da Hibiscus acetosella

Amostras Concentracao E. coli S. aureus P. aeruginosa
Padrao (+) 30 mg 30 mm 24 mm 17 mm
Padrdo ( -) 60 uL 0 mm 0 mm 0 mm
Acetato de etila 25 mg 5 mm 24 mm 11 mm
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Butanol 25 mg 0 mm 19 mm 12 mm

Diclorometano 25 mg 0 mm 0 mm 0 mm

Legenda: Padrao (+) : Ceftriaxona 30mg ; Padrdo (- ) : Agua e tween 80 a 3%

As fracdes butandlica e de acetato de etila testadas na concentragdo de
aproximadamente 25 mg demonstraram acao antibacteriana relativamente semelhantes aos
resultados do estudo de Mandellli 23, realizado com 60 mg do extrato hidroalcodlico frentes as
bactérias S aureus e P.aeruginosas, que tiverem halo de inibicio de 21 mm e 19 mm
respectivamente. Em relacdo a E. coli onde o extrato hidroalcodlico teve 16 mm de halo de
inibicdo, as fracdes ndo foram eficientes, pois apenas a fracdo de acetato de etila impediu o
crescimento bacteriano em um diametro de 5 mm.

A técnica de difusdao em dgar ndo é a mais adequada para extratos apolares, o que pode
justificar a resisténcia bacteriana frente a fracdo diclorometanica, ja que este extrato possui
um cardter apolar. Em relacdo ao perfil fitoquimico, esta fracdo nao possui taninos e
heterosideos cardiotonicos como os demais extratos que demonstraram atividade, portanto a
auséncia destes componentes pode também justificar sua ineficdcia '°.

Dentre estes metabdlitos secunddrios os polifendis se destacam em relacdo a atividade
antibacteriana, pois este grupo de moléculas € sintetizado pelas plantas para protecdo contra
patégenos, sendo as moléculas mais relevantes os flavonéides e os taninos *>* 434,

Ha vérios estudos que demonstram o potencial antibacteriano dos extratos com alto
teor de polifendis ou isolados, porém seu mecanismo de acdo ainda ndo esta bem esclarecido.
Alguns autores tém sugerido que sua agdo esta relacionada com inibicdo de proteinas,
enzimas e interacdo com elementos da membrana alterando sua permeabilidade e fluidez ' **

43.47. 489 "Outra hipétese é que a privacdo de ferro inibe o crescimento das bactérias, devido a

excelente acdo quelante dos polifenéis **.

13



Os flavondides possuem grande atividade sobre as bactérias gram positivas, pois sao
capazes de penetrar a membrana fosfolipidica e exercer funcdo dentro da bactéria *°. Estudo
constatou que os polifendis danificam e aumentam a permeabilidade da membrana interna e

.50
externa da P. aerugenisa ™.

Andlise quantitativa de polifendis de plantas utilizadas popularmente demonstrou que
as plantas com maior concentracdo de taninos eram aquelas utilizadas com acdo

antibacteriana '°. Alguns estudos ji comprovaram a acdo inibitéria dos taninos a enzimas

microbianas como as pectinases, celulase e glicosil transferase *'.

52,53 54, 55

Outros metabolitos secundarios como os alcaldides € as cumarinas também

possuem estudos que relatam sua acdo frente a bactérias gram positivas e gram negativas,
como também ndo podemos descartar a possibilidade do sinergismo entre as moléculas *% .
A resisténcia bacteriana é um problema de sadde publica *® e por isto é de extrema

importancia a busca de novas fontes terapéuticas, como também novos conservantes para area

alimenticia e cosmética.

CONCLUSAO

A planta H. acetosella ¢ uma fonte interessante de polifendis tendo aproximadamente
1% de flavonéides e 6% de polifendis totais, sendo que estes podem estar relacionados com
acdo antibacteriana da planta. As fracdes butandlica e de acetato de etila, tiveram maior
concentracdo de polifendis totais e flavondides, como também foram as fra¢cdes com maior
atividade antibacteriana frente as bactérias S. aureus e P. aeruginosa. A fragdao de acetato de
etila na concentracdo de 25 mg demonstrou acdo idéntica a ceftriaxona para o

microorganismo S. aureus com halo de inibicio de 24mm para ambas. Os resultados
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demonstraram melhor acdo dos extratos frente a bactéria gram positiva do que em relacdo as

gram negativas.

No entanto outros ensaios fitoquimicos devem ser realizados com a finalidade de

quantificar e elucidar os compostos quimicos presentes nesta planta, como também outras

andlises microbioldgicas.
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