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Evaluation of the alcoholic extract of hibiscus (Hibiscus sabdariffa L.) as
a protective antibacterial and antioxidant component
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RESUMO

O hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) possui propriedades antioxidantes e antimicrobianas, e pode ser
utilizado como planta medicinal e alimento funcional. Este estudo determinou a intensidade de atividade
de inibi¢ao (IINIB) e a inativagdo bacteriana (IINAB) in vitro de dois extratos alcodlicos, obtidos de célices
e frutos com sementes de diferentes acessos de hibisco. As analises foram efetuadas sobre as bactérias de
padrao internacional, Enterococcus faecalis, E. coli, Salmonella Enteritidis e S. aureus, associando-se os
resultados aos polifendis totais e antocianinas. Diferencas significativas na atividade antimicrobiana dos
extratos alcodlicos foram observadas em ambos os acessos. Salmonella Enteritidis (11,5) e E. coli (12)
foram as bactérias mais sensiveis, respectivamente, aos extratos alcodlicos de calices de hibisco e dos
frutos com sementes. S. aureus (5,2 e 0,1) foi a mais resistente a ambos os extratos. Os valores de IINIB
foram predominantemente maiores quando comparados aos de IINAB, o que indica que geralmente a
atividade bacteriostatica é maior do que a bactericida. Os valores de polifenois totais e de antocianinas do
extrato alcodlico de cdlices apresentaram diferenca significativa e foram superiores aos do extrato alcoélico
dos frutos com sementes. Possivelmente exista associagdo direta entre a concentra¢do de antocianina e a
atividade antibacteriana em diferentes estruturas vegetais do hibisco.

Palavras-chave. Hibiscus sabdariffa L., inibigao bacteriana, inativagdo bacteriana, antioxidantes, antocianinas.

ABSTRACT

The hibiscus (Hibiscus sabdariffa L.) has antioxidant and antimicrobial properties, it can be used as
functional food and medicinal plant. This study aimed at determining the intensity of activity inhibition
(IINIB) and of inactivation (IINAB) of two alcoholic extracts obtained from calyxes and fruits with seeds
of different accesses of hibiscus on international standards bacterial Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Salmonella Enteritidis and Staphylococcus aureus. And the correlation between these results and the
presence of total polyphenols and anthocyanins was done. The antimicrobial activity of alcoholic extract
from both accesses showed a significant difference. While Salmonella Enteritidis (11,5) and Escherichia
coli (12) were more susceptible to the alcoholic extract from hibiscus calyxes and fruits with seeds,
respectively, the Staphylococcus aureus (5.2 e 0.1) was the most resistant in both extracts. The IINIB
values were higher than IINAB values, showing that the bacteriostatic activity was usually higher than the
bactericide. Total polyphenols and anthocyanins contents in calyxes alcoholic extract showed a significant
difference, and they were higher than in alcohol extract from fruits with seeds. It seems likely that occurs
a direct correlation between the anthocyanin concentration and the antibacterial activity in different
structures of the hibiscus plant.
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Rev Inst Adolfo Lutz. 2012; 71(3):462-70

30/04/13 19:26



Maciel MJ, Paim MP, Carvalho HHC, Wiest JM. Avaliagdo do extrato alcodlico de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) como fator de prote¢do
antibacteriana e antioxidante. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2012; 71(3):462-70.

INTRODUCAO

Nos udltimos anos, tem havido uma intensa
preocupagio pela disponibilidade de uma alimentagéo de
qualidade e natural, pois os alimentos que contém altos
niveis de conservantes para redugao da carga microbiana
sdo indesejaveis. Desse modo, a pressdo por parte dos
consumidores se volta para uma maior producao de
alimentos frescos, com conservantes naturais e maior
garantia de seguranca'.

Existe grande interesse em substituir os
conservantes artificiais por conservantes naturais nos
alimentos. As substancias naturais, de origem vegetal,
tornam o alimento mais atrativo ao consumidor?, além
de aumentar a vida util pela capacidade bacteriostatica
e bactericida, retardando o inicio da deterioracdo e o
crescimento de micro-organismos indesejaveis’. Ja o
uso inadequado de antibidticos sintéticos faz com que
micro-organismos patogénicos apresentem resisténcia
a medicamentos, havendo a necessidade de novos
antimicrobianos de fontes naturais’. O mesmo ocorre
com os antioxidantes sintéticos, restritos tanto pela
aplica¢ao quanto pela quantidade’.

Conhecido popularmente como vinagreira,
rosela, caruru-azedo, azedinha, caruru-da-guiné, azeda-
da-guiné, quiabo-azedo, quiabo-réseo, quiabo-roxo,
rosela, rosélia, groselha, quiabo-de-angola, groselheiras,
o hibisco é uma espécie vegetal da familia Malvaceae,
proveniente da Africa Oriental’, e foi introduzido no
Brasil pelos escravos®.

Arbusto de ciclo anual, o hibisco pode atingir
mais de 1,80 m de altura, é pouco ramificado e com a
forma de taca de tonalidade vermelha’. Cultivado em
regides tropicais e subtropicais, a flor é simples, séssil e
axilar. A corola é composta por cinco sépalas de intensa
coloragdo vermelha em forma de cone, que forma o
calice. Na base do calice, esta o caliculo ou o pequeno
calice disposto em circulo’. A capsula deiscente é o
fruto que possui aspecto aveludado e cerca de 2 cm de
comprimento, abrigando as sementes'’.

O hibisco é alimento funcional nos paises da Asia
(Japdo, China, Coreia e Taiwan)'?, e o interesse econdmico
estd nos cdlices desidratados, utilizados mundialmente
para a produgdo de bebidas, alimentos", conservantes'
e antioxidantes'. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), por meio da Portaria n° 519,
de 1998", considera que as flores do hibisco podem ser
consumidas como cha, preparadas por meio de infusio ou
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decocgao. Ja as sementes do fruto do Hibiscus sabdariffa
L. surgem como subproduto concomitante ao cultivo em
larga escala e a exploragdo comercial da planta'®. Essas
estruturas vegetais podem ser fonte de antioxidantes. Ao
serem trituradas, sdo utilizadas na alimenta¢cdo humana
como fonte expressiva de proteina e, se torradas, sdo
substitutas do café"”. Alguns autores, como Chao e Yin'é,
relatam uma possivel relagio entre a quantidade de
antocianinas e a atividade antimicrobiana do hibisco.

Um estudo realizado por Akindahunsi e Olaleye"
concluiu que, em ratos, a média de consumo de 150-180
mg/kg/dia do extrato aquoso-etandlico de calices de
Hibiscus sabdariffa L. mostrou-se segura. Entretanto,
o consumo em altas doses pode elevar a atividade de
algumas enzimas no plasma.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a
Intensidade de Atividade de Inibicio Bacteriana
(IINIB) e de Inativacio Bacteriana (IINAB) in vitro de
dois extratos alcodlicos obtidos de clices e frutos com
sementes de diferentes acessos (Palmares do Sul [RS]
e Porto Alegre [RS]) de Hibisco sabdariffa L. (hibisco)
frente a agentes bacterianos de padrdes internacionais,
relacionando esses resultados a presenca de polifendis
totais e antocianinas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Instituto de
Ciéncias e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre.

Os ramos do hibisco (Hibisco sabdariffa L.) in
natura foram coletados em Palmares do Sul, Bacupari
(coordenadas 30°16’S e 50°28’0) e Porto Alegre, e Lami
(coordenadas 30°14’S e 51°06’°0). As amostras foram
identificadas botanicamente e encaminhadas como
exsicatas para registro no Herbario do Departamento
de Boténica, do Instituto de Biologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, recebendo os registros
ICN 165038 (acesso Palmares do Sul) e ICN 165039
(acesso Porto Alegre).

Foram separados manualmente os célices e
os caliculos, restando os frutos com as sementes do
hibisco. O termo “célice”, neste trabalho, envolve o cdlice
propriamente dito e o pequeno calice ou caliculo. O termo
“fruto com semente” envolve a capsula deiscente e as
sementes do hibisco. Os componentes vegetais do hibisco
foram colocados, separadamente, em dlcool etilico de
cereais (Farmaquimica®, Porto Alegre) a 96 °GL, na
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Tabela 1. Valores ordinais arbitrarios referentes a Intensidade da Atividade de Inibigdo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) e Intensidade de Ativi-
dade de Inativagdo Bacteriana/bactericidia (IINAB) e suas correspondentes dilui¢des e doses infectantes dos indculos

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

10' 102 10° 10* 10° 10° 107 10®* 10° 10% 10" 10"

10® 107 10° 10° 10* 10° 10* 10' 10 10' 10* 10°

0  Variaveis ordinarias de intensidade de atividade
n.a UFC.mL" - dilui¢des de indculo inibidas ou inativadas

n.a UFC.mL! - doses infectantes inibidas ou inativadas

n.a: auséncia de atividade antibacteriana; UFC.mL": unidades formadoras de colonias por mL.

proporgao de 400 g de célices/frutos com sementes para
1.000 mL de alcool, na extragdo alcodlica. Apds quinze
dias, foram submetidos a destilacio fracionada sob
pressdo reduzida em sistema rota vapor, desprezando-se a
porgdo alcodlica e reidratando-se o extrato resultante com
agua destilada estéril, reconstituindo-se as concentragdes
iniciais dos componentes®. Para o controle da assepsia
dos procedimentos de extragao e reconstitui¢ao de todos
os extratos, utilizou-se o caldo Cérebro e coragio (BHI,
Himedia®, Mumbai, India), confirmando a esterilidade
posteriormente por plaqueamento em Agar Nutriente
(Nutrient Agar, Acumedia®, Maryland, Baltimore, EUA).
Foram utilizados quatro agentes bacterianos de
padrdes internacionais (ATCC- American Type Culture
Colletion), Staphylococcus aureus (25923), Enterococcus
faecalis (19433), Escherichia coli (11229) e Salmonella
Enteritidis (11076). Essas bactérias pertenciam ao
Laboratério de Higiene do ICTA/UFRGS e foram
ativadas para atingir concentragao > 1,0 x 10®* UFC.mL"
para confrontagdo com os extratos alcoolicos de calices
e frutos com sementes de hibisco, por meio de dilui¢des
seriais logaritmicas®. A avaliagdo da concentragao inicial
foi realizada por meio da técnica da microgota®, e a
contagem de micro-organismos viaveis foi realizada em
placas de Petri contendo meio de cultura BHI (Difco®).
Foram realizadas dilui¢des seriadas, a partir do indculo
inicial, transferindo-se 1 mL deste para tubos de ensaio
contendo 9 mL de agua peptonada 0,1% (Biobras®,
Montes Claros, MG) até a obtengdo da dilui¢ao 102 De
cada diluigdo foram transferidas trés gotas para placas
de Petri utilizando micropipetas de 15 uL, e a leitura
foi realizada em intervalos de 24, 48, 72 e 144 horas de
incubacao aerdbia a 37 °C. O valor final considerado foi
constituido da média das contagens das gotas triplicadas,
avaliadas biometricamente segundo Cavalli-Sforza®.
Para a determinacdo da atividade antibacteriana
dos extratos de hibisco lida como Intensidade de
Atividade de Inibicdo Bacteriana/Bacteriostasia (IINIB)
e Intensidade de Atividade de Inativacdo Bacteriana/
Bactericidia (IINAB), utilizou-se o Teste de Diluicio
segundo Deutsche Veterinirmedizinische Gesellschaft
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(Sociedade Alema de Medicina Veterinaria)® com base
na técnica do sistema de tubos multiplos, modificada
por Avancini e Wiest?, confrontando-se os diferentes
extratos com 12 dilui¢oes seriais logaritmicas (10" a 102
UFC.mL") dos diferentes indculos bacterianos.

Entende-se por IINIB/Bacteriostasia o resultado
do confronto da bactéria com a solu¢do antibacteriana
em meio especifico, o BHI, e por IINAB/Bactericidia,
o resultado desse confronto, porém sob a influéncia de
desestressores/desinibidores bacterianos como Tween 80
(Reagdo Quimica®, Porto Alegre), L-histidina (Labsybth®,
Diadema, SP) elecitina de soja (Herbarium®, Colombo, PR),
acrescidos ao mesmo BHI*. Os resultados sdo expressos
em valores que sdo representagdes da atividade bioldgica
inibitoria/bacteriostasia ou inativadora/bactericidia de
diferentes solucdes antibacterianas sobre diferentes micro-
organismos, em testes de sensibilidade. Os resultados
de IINIB e de IINAB foram representados por variaveis
ordinais arbitrarias, que assumiram valores de 12 a 0, sendo
que o valor de 12 (doze) representa atividade maxima e 0
(zero) a nao-atividade, como demonstra a Tabela 1.

Para saber se existe diferenga significativa entre
as variaveis, aplicou-se a analise de variancia - ANOVA
(Microsoft Excel para Windows), seguida pelo teste de
Tukey. Esse teste ¢ um complemento a ANOVA e visa
identificar quais médias, tomadas duas a duas, diferem
significativamente entre si*. A sua utiliza¢do teve como
objetivo avaliar as diferencas existentes entre os quatro
indculos (padrdes bacterianos internacionais).

A extragdo de polifendis totais foi realizada
segundo a metodologia de Vinson et al”, com
modificagées. Amostras de 100 pL do extrato (calices
e frutos com sementes) foram colocadas em tubos
tipo eppendorf, sendo acrescidos 500 pL de solu¢ao de
extracdo contendo metanol (Grupo Quimico®, BR) a
50% e 4cido cloridrico (Nuclear®, BR) a 1,2M. Os tubos
foram colocados em banho-maria a 90 °C por trés horas.
Posteriormente, foram retirados do banho e, depois
de resfriados em temperatura ambiente, o volume foi
completado a 1 mL com metanol puro (Grupo Quimico®,
BR). Em seguida, as amostras foram centrifugadas
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(Centrifuge 5415R - Eppendorf®, Alemanha) (5.000
rpm/5 minutos) e os sobrenadantes foram obtidos,
sendo estes denominados extratos de polifendis totais.
As extragoes foram realizadas em duplicata.

A determinagdo de polifendis totais foi realizada
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu (Proton Quimica®,
RS) segundo Karou et al.*. A solugao de Folin foi preparada
utilizando o reagente Folin-Ciocalteu e d4gua deionizada 1:1
(v/v). Em tubo tipo eppendorf, foram adicionados 30 uL do
extrato de polifenol, acrescidos de 75 puL da solugdo de Folin-
Ciocalteu. Apos cinco minutos de reagdo, foram adicionados
75 uL de solugdo de carbonato de sédio (Synth®, BR) (20%)
e o volume foi completado com agua deionizada até 600
uL. A solugdo reagiu por 30 minutos e posteriormente
foi realizada a leitura em espectrofotometro (UV Mini
1240, Shimadzu®, Japao) a 750 nm utilizando 4cido galico
(Merck®/BR) como padrao. Os resultados foram expressos
em mg de equivalentes de acido galico (EAG) por 100 g de
extrato. A determinagao de polifendis totais foi realizada em
quatro experimentos independentes, cada um em duplicata.

O conteudo deantocianinastotais foi determinado
pelo método da diferenca de pH em que se dissolve dois
sistemas tampao, o cloreto de potassio (Merck®, BR)
pH 1 (0,025 M) e acetato de sédio (Synth®, BR) pH 4,5
(0,4 M). Foram adicionados 1,8 mL da correspondente
solu¢do tampao a 0,2 mL da amostra diluida para se obter
a densidade oOptica na faixa de 540 e 700 nm (Kuskoski et
al.”’, com modificacdo).

Utilizou-se a equagdo para determinar a
absorbancia:

A = (A.max.vis.(540 nm) - A700 nm)pH1 - (A.max.vis.(540 nm) -
A700 nm)pH4,5

O célculo das antocianinas foi baseado em
Teixeira et al.?!, modificado para:

AntT (mg 100.g"): [D.O. x ED. x 1000X PM.] / [Fex x m]

Onde D.O. é a densidade 6tica do extrato, ED. é o
fator de dilui¢ao, PM. é o peso molecular, o Fex é o fator
de extin¢do e o m é a massa de amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da sensibilidade das bactérias testadas
frente a solu¢do antimicrobiana alcodlica de calices e frutos
com sementes de hibisco, obtida de dois diferentes acessos,
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independentemente do tempo de confrontagio, presenga
ou auséncia de desestressores/desinibidores bacterianos,
apresentou diferenca significativa entre as bactérias
confrontadas, como pode ser visto na Tabela 2. A atividade
antibacteriana do extrato alcodlico de célices do hibisco,
em ambos os acessos, apresentou diferenca significativa
quando relacionado ao extrato alcoolico dos frutos com
sementes, ou seja, o extrato alcodlico dos cdlices obteve
poder antibacteriano maior do que o extrato alcodlico dos
frutos com sementes do hibisco. Fato que, possivelmente,
pode estar relacionado a maior quantidade de antocianinas
no extrato alcoodlico de calices, se comparado ao extrato
alcodlico de frutos com sementes. A mesma hipdtese
foi constatada por Chao e Yin', que, utilizando o
extrato alcodlico e aquoso de calices de hibisco e acido
protocatecuico contra bactérias de interesse alimentar,
constataram possivel relacdo entre os compostos fendlicos
e o efeito antibacteriano dos extratos de célices de hibisco.

Independentemente  do  acesso, somente
considerando a estrutura vegetal, Salmonella Enteritidis
e Escherichia coli foram as bactérias mais sensiveis ao
extrato alcodlico de célices de hibisco e de frutos com
sementes, respectivamente (Tabela 2). Nos dois extratos,
Staphylococcus aureus expressou a maior resisténcia.
Carvalho et al.?’, ao estudarem a atividade antibacteriana
em plantas com indicativo etnografico condimentar,
concluiram que a bactéria Salmonella Enteritidis
demonstrou, predominantemente, a maior sensibilidade
aos diferentes extratos.

Analisando as atividades antimicrobianas
relacionadas aos acessos e as diferentes estruturas vegetais
(Tabela 2) no extrato alcodlico de célices de Palmares do
Sul, a bactéria mais sensivel foi Salmonella Enteritidis
e a mais resistente, Staphylococcus aureus. No extrato
alcoolico de frutos com sementes, o maior valor arbitrario
representando a maior sensibilidade foi Escherichia
coli e demonstrando maior resisténcia, Enterococcus
faecalis. No acesso Porto Alegre, a maior sensibilidade
demonstrada foi da Salmonella Enteritidis para ambos
os extratos, porém, a maior resisténcia foi manifestada
pela Escherichia coli e Staphylococcus aureus, nos extratos
alcoodlicos de célices e frutos com sementes. Diversos
fatores, dentre os quais temperatura, disponibilidade
hidrica, radiacdo ultravioleta, micro e macronutrientes
disponiveis, altitude, polui¢do atmosférica e indugido
por estimulos mecénicos™ podem estar influenciando
a atividade secundaria de plantas medicinais e,
consequentemente, poderiam estar alterando os teores
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Tabela 2. Analise da sensibilidade de quatro espécies bacterianas frente aos extratos de dois acessos de calices e de frutos com sementes de Hibiscus
sabdariffa L., independentemente dos fatores de tempo de confrontagdo, presenca ou auséncia de desestressores/desinibidores bacterianos

Valores Arbitrarios*

Valores Arbitrarios*

Espécie bacteriana Calices Frutos com sementes Valorp
Acesso Palmares do Sul/RS

Enterococcus faecalis (ATCC 19433) 10,4° 3,32 p < 0,05
Escherichia coli (ATCC 11229) 10° 12° p <0,05
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) 11,52 4,7¢ p < 0,05
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 7,8° 9,7¢ p <0,05
Acesso Porto Alegre/RS

Enterococcus faecalis (ATCC 19433) 8,3b 0,3? p <0,05
Escherichia coli (ATCC 11229) 7,7¢ 0,4° p < 0,05
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) 11,5° 2,1° p <0,05
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 5.2 0,1¢ p < 0,05

*12 a 1 = valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana (média de 2 repeti¢des); 0 = ndo atividade.
Letras minusculas diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as espécies bacterianas para a andlise de
varidncia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05). Valor p < 0,05 indica diferenca significativa entre os valores de IINIB e IINAB pela Andlise de

Variancia (ANOVA), considerando-se espécies bacterianas e acessos.

Tabela 3. Anadlise da presenca e da auséncia de desestressores/ desinibidores bacterianos na atividade antibacteriana de extrato alcodlico de
calices de dois acessos de Hibiscus sabdariffa L., independentemente dos fatores tempo de confrontagao, considerando-se espécies bacterianas

Espécie bacteriana Palmares do Sul/RS Porto Alegre/RS

IINIB* IINAB* Valor p IINIB* IINAB* Valor p
Enterococcus faecalis 11,6° 9,1b p < 0,05 9,3b 7,3b p <0,05
Escherichia coli 10* 10° p > 0,05 8,5% 6,9° p <0,05
Salmonella Enteritidis  12¢ 11¢ p < 0,05 11,8¢ 11,32 p > 0,05
Staphylococcus aureus  11° 4,5 p < 0,05 9,4° 1¢ p < 0,05

*12 a 1 = valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana (média de 2 repetigdes); 0 = ndo atividade.
Letras minusculas diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as espécies bacterianas para a andlise de
varidncia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05). Valor p < 0,05 indica diferenca significativa entre os valores de IINIB e IINAB pela Andlise de

Variancia (ANOVA), considerando-se espécies bacterianas e acessos.

do composto relacionado a atividade antimicrobiana dos
diferentes acessos de hibisco.

Os tratamentos [INIB e IINAB do extrato alcodlico
de calices de hibisco em relagdo a espécie bacteriana
confrontada, independentemente do fator tempo de
confrontagdo, apresentaram diferencas significativas
(Tabela 3). O tratamento IINIB apresentou resultado
superior ao IINAB para todas as espécies bacterianas, com
excecdo da bactéria Escherichia coli do acesso Palmares
do Sul, que apresentou o mesmo valor para IINIB e para
IINAB. A agdo do extrato alcodlico de cilices de hibisco
tem acdo bacteriostatica superior, quase que total, a
acdo bactericida. Com a mesma metodologia, mas com
plantas diferentes, Carvalho et al.” também encontraram
resultados superiores para IINIB em relacao ao IINAB.

Os maiores valores arbitrdrios de IINIB e IINAB,
tanto para o acesso Palmares do Sul quanto para o acesso
Porto Alegre, foram os valores da bactéria Salmonella
Enteritidis (Tabela 3). Os menores valores de IINIB,
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para ambos os acessos, foi de Escherichia coli. E, em
relagdo a IINAB, em ambos os acessos, Palmares do Sul
e Porto Alegre apresentaram os menores valores frente a
Staphylococcus aureus.

Olaleye® testou o extrato alcoolico de cilices de
Hibiscus sabdariffa L. como um agente antibacteriano
frente aos micro-organismos Staphylococcus aureus,
Bacillus stearothermophilus, Micrococcus luteus, Serratia
mascences, Clostridium sporogenes, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus e Pseudomonas
fluorescence. O extrato obteve excelente atividade
antibacteriana frente aos micro-organismos testados. A
atividade antibacteriana do hibisco pode ser comparada
a da Estreptomicina, mas a Estreptomicina ndo inibe E.
coli. Porém, nesta pesquisa, o extrato alcoolico de calices
do hibisco sem os desinibidores apresentou valores
arbitrarios maiores tanto para Staphylococcus aureus
quanto para Escherichia coli, nos acessos Palmares do Sul
e Porto Alegre, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 4. Anilise da presenga e da auséncia de desestressores/desinibidores bacterianos na atividade antibacteriana de extrato alcodlico de
frutos com sementes de dois acessos de Hibiscus sabdariffa L., independentemente dos fatores tempo de confrontagao, considerando-se espécies

bacterianas
Espécie bacteriana Palmares do Sul/RS Porto Alegre/RS

IINIB* IINAB* Valor p IINIB* IINAB* Valor p
Enterococcus faecalis 6,5° 0? p < 0,05 0,3 0,3 p>0,05
Escherichia coli 12° 12° p>0,05 0,3% 0,50% p <0,05
Salmonella Enteritidis 5,4¢ 4¢ p > 0,05 1,8¢ 2,5¢ p < 0,05
Staphylococcus aureus 11,5¢ 7,8¢ p <0,05 0,3® 0® p>0,05

*12 a 1 = valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana (média de 2 repeti¢des); 0 = ndo atividade.
Letras minusculas diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as espécies bacterianas para a andlise de
varidncia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05). Valor p < 0,05 indica diferenga significativa entre os valores de IINIB e IINAB pela Analise de

Varidncia (ANOVA), considerando-se espécies bacterianas e acessos.

Na Tabela 4, estdo dispostos os dados referentes
a presenca e a auséncia de desinibidores/desestressores
bacterianos na atividade antibacteriana de extrato
alcodlico de frutos com sementes dos dois acessos
de hibisco, independentemente dos fatores tempo
de confrontagdo, considerando espécies bacterianas.
Predominantemente os valores de IINIB foram maiores
se relacionados aos valores de IINAB. Sendo assim,
em grande parte dos experimentos os extratos vegetais
apresentaram uma atividade bacteriostatica maior do
que bactericida. Entretanto, no acesso Palmares do Sul,
o valor de IINIB e IINAB de Escherichia coli foi igual, e
0 mesmo ocorreu no acesso Porto Alegre com o valor
de Enterococcus faecalis. Escherichia coli e Salmonella
Enteritidis no acesso Porto Alegre tiveram valores de
IINIB menores que IINAB, ou seja, o extrato alcodlico
dos frutos com sementes, nesses casos, teve uma atividade
bactericida maior do que bacteriostatica.

Os valores arbitrarios de IINIB e IINAB do acesso
Palmares do Sul mostraram-se maiores aos do acesso
Porto Alegre, fato que possivelmente pode ser atribuido
as diferencas locais de clima, de solo, disponibilidade de
fitonutrientes e varietal, influenciando a quantidade da
substancia responsavel pela atividade antibacteriana. Os
maiores valores de IINIB e IINAB para o acesso Palmares
do Sul foram da espécie bacteriana Escherichia coli e, para
o0 acesso Porto Alegre, Salmonella Enteritidis. Os valores
de IINAB de Enterococcus faecalis (acesso Palmares do
Sul) e Staphylococcus aureus (Porto Alegre) foram zero,
considerando que somente houve bacteriostasia e ndo
bactericidia (Tabela 4).

Muitos  trabalhos tém  sido realizados
envolvendo a atividade antimicrobiana de plantas, mais
especificamente aquelas plantas utilizadas para fins
medicinais®®*?®. Em se tratando de célices de hibisco
(Hibiscus sabdariffa L.), diversas publicagdes mostram
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que essa planta possui compostos antimicrobianos que
inibem o crescimento de micro-organismos'®*'. Porém,
existem poucos estudos como este mostrando a atividade
antimicrobiana de outros componentes vegetais do
hibisco.

A quantidade de polifendis totais e antocianinas
do extrato alcodlico de célices e do extrato alcodlico
dos frutos com sementes apresentaram diferenca
significativa. O extrato alcodlico de calices apresentou
maior quantidade de antocianinas do que o extrato
alcodlico de frutos com sementes, como pode ser
observado na Tabela 5. Um estudo realizado por Juliani
et al.’? avaliou a atividade antioxidante, os fendis totais
e o conteudo de antocianina com extrato metandlico de
calices de diferentes coloragdes de Hibiscus sabdariffa
L. e constatou que a relagdo entre a cor dos calices
e a quantidade de antocianina nio estd sempre em
conformidade. Entretanto, neste estudo ocorreu o
contrario, onde os frutos com sementes, de coloracio
verde, apresentaram menor quantidade de polifenodis
totais e de antocianinas quando comparados aos calices
vermelhos. A alta concentracio de antocianinas e de
polifendis totais nos extratos alcodlicos do hibisco
também foi referenciada por outros autores®, quando
relacionaram a alta concentragdo de antocianinas nos
calices do hibisco com uma boa fonte de antioxidantes,
devido a presenca de compostos fendlicos.

Em diversas pesquisas, os fendis e as antocianinas
foram extraidos do calice do hibisco utilizando agua* e
metanol®, e poucos estudos como este foram realizados
utilizando o etanol como solvente®. As extra¢des dos
compostos antimicrobianos e antioxidantes (antocianinas
e polifendis totais) nas diferentes estruturas do hibisco,
neste trabalho, foram realizadas por meio de alcoolatura
etanolica. Mohd-Esa et al.’’ testaram a atividade
antioxidante em diferentes partes do hibisco, comparando
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Tabela 5. Teor de polifenéis e antocianinas das diferentes estruturas de Hibiscus sabdariffa L. (hibisco) confrontado com a atividade antibacte-
riana exercida pelas diferentes estruturas de Hibiscus sabdariffa L. (hibisco), independentemente dos fatores tempo de confrontagao, acesso e
espécie bacteriana de interesse alimentar e da presenca ou da auséncia de desestressores/desinibidores bacterianos na atividade antibacteriana

de extrato alcodlico de Hibiscus sabdariffa L

Polifendis totais

Antocianinas

Estrutura vegetal (mg GAE.100 g") (mg.100 &) Valor p Atividade antibacteriana*
Calices 162,1 85,9 p <0,05 9,1
Frutos com sementes 114,9 p <0,05 4,1

*12 a 1 = valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana (média de 4 repeti¢des); 0 = nao atividade.

o extrato metandlico com o aquoso e constatando
que o extrato alcoolico, embora metanolico, ofereceu
determinacio mais realista da atividade antioxidante do
que o extrato obtido por meio de agua destilada. Nessa
mesma pesquisa’’, as sementes tiveram um conteudo de
fenois maior do que qualquer outra estrutura vegetal do
hibisco, tanto na extragdo feita por metanol quanto por
agua. Esses dados nao estao de acordo com o encontrado
neste experimento, onde o extrato alcodlico de calices
apresentou uma quantidade maior de polifendis totais
quando comparado ao extrato de frutos com sementes.

Ramos et al.*® avaliaram os fendis em duas formas
de preparo do calice do hibisco, extrato aquoso e etandlico,
e constataram que os valores obtidos foram similares,
mostrando que ambos sdo fonte desses constituintes. A
eficicia da agdo antioxidante dos componentes bioativos
depende da estrutura quimica e da concentragio
desses fitoconstituintes, que, por sua vez, é amplamente
influenciado por fatores genéticos, adubagao e condigoes
ambientais, além do grau de maturagdo e variedade da
planta. A nutricdo das plantas é afetada diretamente
pela composi¢do do substrato utilizado, pelos niveis de
nutrientes disponiveis e conforme a quantidade de adubo
adicionado®.

Muitos estudos tém demonstrado que os
flavonoides e os compostos polifenolicos extraidos do
vinho tinto, do suco de uva e dos chas podem prevenir
a aterosclerose em hamsters®. Logo, o extrato alcodlico
de calices do hibisco poderia ser utilizado como uma
substancia alternativa atuando na prevengao de algumas
doengas, ja que possui uma expressiva quantidade de
polifenois totais.

Em relagdo ao rendimento médio do acesso
Palmares do Sul, para o extrato alcodlico de calices e
extrato alcoolico de frutos com sementes, foi de 32%;
j& para o acesso Porto Alegre, 27,7% e 30,5% para o
extrato alcodlico de célices e frutos com sementes,
respectivamente. O método de extragdo foi considerado
relativamente bom, uma vez que Fiuza et al.*, utilizando
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o mesmo método de extracio, obtiveram rendimento de
25,78% no extrato de pitanga (Eugenia uniflora L.).

Analisando a Tabela 5, a atividade antimicrobiana
do extrato alcodlico de célices é maior do que a do extrato
alcoodlico dos frutos com sementes, permitindo concluir
que, possivelmente, as antocianinas, nas condigoes deste
experimento, seriam as responsaveis por essa atividade.
Esses resultados confirmam a hipdtese inicial de que
a relagdo entre o teor de antocianinas é diretamente
proporcional a atividade antibacteriana.

CONCLUSAO

Constatou-se que nos dois extratos, quanto
as espécies bacterianas, ocorreu uma maior atividade
bacteriostatica do que bactericida, ou seja, os
valores de IINIB foram superiores aos de IINAB.
Predominantemente, a bactéria mais sensivel foi
Salmonella Enteritidis. Quanto a atividade antibacteriana
dos diferentes acessos, os valores arbitrarios dos extratos
alcodlicos de cdlices e de frutos com sementes do hibisco
de Palmares do Sul foram superiores quando comparados
aos de Porto Alegre.

A atividade antibacteriana, a quantidade de
polifenois totais e de antocianinas do extrato alcodlico de
calices do hibisco apresentaram valores maiores do que o
extrato alcoodlico de frutos com sementes. Sendo assim,
possivelmente existe uma relagio direta entre essas
variaveis em diferentes estruturas vegetais do hibisco.
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