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RESUMO

MENDES, O. R. Avaliacdo da atividade antioxidante da flor de Hibiscus sabdariffa L.
comercializada no municipio de Palmas — TO. 37 f. 2015. Monografia (Graduacdo em
Farmécia). Centro Universitario Luterano de Palmas (CEULP/ULBRA). Palmas-TO, 2015.

Hibiscus sabdariffa € uma planta que vem sendo comercializada, na sua maioria, sob forma
de flor seca desidratada que sdo preparadas por infusdes aquosas promovendo efeito benéfico
a saude. O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antioxidante de trés amostras da
flor seca de hibisco (A, B, C) em extrato alcoolico a 95%, e em extratos aquoso quente
(infusdo e decocgdo). Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Anéalises Quimicas
e Bromatologia do Complexo Laboratorial do CEULP-ULBRA. Realizou-se a triagem
fitoquimica destas amostras para verificar os compostos fitoquimicos como saponinas,
taninos, alcaloides, antraquinona e flavonoides, observando a presenca de classes
potencialmente antioxidantes. A atividade antioxidante foi avalidada pelo método
fotocolorimétrico in vitro do radical livre estavel DPPH (2-2-difenil-1-picrilidrazida). Os
testes fitoquimicos resultaram na presenca de alcaloides, taninos condensados e hidrolisados,
e flavonoides, sendo este ultimo, compostos com potencial atividade antioxidante. No extrato
alcodlico das amostras avaliadas, obteve-se maior porcentagem de inibicdo do radical livre
(26,6% para a amostra A, 26,7% para a amostra B e 26,8% para a amostra C) que nos extratos
aquosos quente, obtendo-se para a infusdo, 14,0% (A), 14,3% (B) e 10,4% (C) e para a
decoccdo, 15,0% (A), 11,4% (B) e 11,5% (C). Observa-se que a temperatura influenciar na
atividade antioxidante, pois os compostos fendlicos sdo sensiveis ao calor. A forma de
armazenamento também tem influencia, pois a amostra C apresenta valores variaveis quando
comparados as demais amostras, ja que esta foi vendida a granel. Também se observa que, na
amostra B, a temperatura (decoccdo), pode ter convertido taninos em flavonoides, o que
responderia ao maior valor obtido em relacdo a infusdo, que se utiliza de temperaturas mais
brandas. Conclui-se que a forma de preparo e armazenamento das flores de hibisco influencia
na atividade oxidante, que estd sendo utilizada para combater radicais livres na possivel
prevencdo de diabetes, obesidade, entre outras.

Palavras-chave: Atividade antioxidante. Infusdo e decoccdo. DPPH.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, as plantas medicinais j& eram utilizadas com o propdsito de curar
as enfermidades que apareciam, e com o aprimoramento dos estudos adquiriu-se um vasto
conhecimento sobre as acdes terapéuticas e a toxicidade de determinadas espécies. Até onde
se tem conhecimento, a maioria das civilizacbes e culturas antigas, registram de alguma
maneira a mistica do uso de plantas. Nesses aspectos, nada representa uma convergéncia tao
intima entre a salde humana e a preservacdo da diversidade vegetal, como a tematica das
plantas medicinais (RODRIGUES; AMARAL, 2011; SAAD et al., 2009; VEIGA JUNIOR,
2008).

Antigamente, os conhecimentos sobre as plantas medicinais eram adquiridos através
de relatos de préticas vivenciadas no cotidiano de forma empirica, porém, na atualidade,
temos além dessas informacbes como também as registradas em herbérios e as publicaces
cientificas. A Organizacdo Mundial de Satude (OMS) vem estimulando o uso de fitoterapicos,
reconhecendo assim, a importancia e os beneficios dessa forma de tratamento (RODRIGUES;
AMARAL, 2012; SAAD et al., 2009).

A correta identificacdo botanica das espécies é ponto-chave no uso racional de plantas
medicinais (FLOGLIO et al., 2006; SAAD et al., 2009). Existem plantas muito diferentes que
recebem nomes populares iguais, plantas morfologicamente semelhante, mas com composicao
quimica bastante diversa. Portanto, deve-se ficar atento a nomenclatura, ou seja, 0 nome
cientifico correto.

O uso de plantas medicinais para fins terapéuticos, pela populacdo, é baseado na
tradicdo popular ou cientificamente validada como medicinais. A validacdo de novas drogas
vegetais através de pesquisas comprovando sua eficicia e seguranga, vem a mostrar o
caminho para que se possa fazer o correto aproveitamento destas plantas e seus derivados
aplicados a fitoterapia. A maioria das plantas medicinais é utilizada empiricamente na forma
de planta fresca colhida pelo proprio consumidor, ou como plantas secas empacotadas ou,
ainda, adquiridas a granel no comércio, especialmente, no nordeste e regido Amazonica
(LORENZI; MATOS, 2008; SAAD et al., 2009).

O Ministério da Saude aprovou a Portaria n°. 971, de 03 de maio de 2006, que
estabelece a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema
Unico de Saude (SUS), contemplando as areas de homeopatia, plantas medicinais e
fitoterapia, medicina tradicional chinesa/acupuntura, medicina antroposoéfica e termalismo

social/crenoterapia. Essa portaria estabelece diretrizes e agdes para toda a cadeia produtiva de
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plantas medicinais e fitoterapicos, proporcionando também a valorizacdo e preservacdo do
conhecimento tradicional associado das comunidades e povos tradicionais (BRASIL, 2006;
RODRIGUES; AMARAL, 2012; SAAD et al., 2009).

Hibiscus sabdariffa L. vem sendo utilizado para diversos fins. Esse estudo visa buscar
um conhecimento que venha proporcionar mais informacGes sobre a atividade antioxidante,
através da infusdo e decoccédo. O profissional da saude deve dar uma atencdo especial ao uso
de plantas medicinais, principalmente porque os idosos, estes sao 0s que mais as utilizam e ja
fazem uso de algum medicamento, e podem ocorrer interacdes, alterando o efeito do mesmo

ou vice-versa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar a atividade antioxidante do extrato da flor de (Hibiscus sabdariffa L.)

comercializadas em Palmas - TO
2.2 Objetivos especificos

» Fazer a triagem fitoquimica do extrato aquoso e etanolico da flor seca de (H.
sabdariffa L.);

» Calcular a porcentagem de inibicdo de radicais livres pelo método do DPPH de
diferentes extratos da flor seca de (H. sabdariffa L.);

» Relacionar o efeito da temperatura e da solubilidade na atividade antioxidante através

dos métodos da infusdo e decocgdo para o preparo do extrato.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Hibiscus sabdariffa L.

H. sabdariffa L. € uma espécie vegetal que pertence a familia Malvaceae, sendo um
arbusto anual, ereto, podendo chegar de 2 a 3 m de altura, de folhas verdes, caule roxeado,
flores de corola vermelho-amareladas, solitarias, axilares e calice vermelho e persistente, pode
ser cultivada em jardim e horta caseira. E originario da india, Suddo e Malasia, e largamente
cultivado na América Central e Ocidental (FREITAS; SANTOS; MOREIRA, 2013;
VIZZOTTO; CASTILHO; PEREIRA, 2009).

A flor citada acima esta demonstrada na figura abaixo.

Figura 1. Flor do Hibiscus sabdariffa.

——

Fonte: VIZZOTTO; CASTILHO; PEREIRA, (2009).

No Brasil, é conhecida pelos sin6bnimos vulgares de vinagreira, quiabo-azedo, caruru-
azedo e azedinha. Suas folhas sdo fonte de vitaminas A, B e C, ferro e fosforo e o calice
contém carboidratos, ferro, &cido ascérbico e p-caroteno (FREITAS; SANTOS; MOREIRA,
2013; MAHADEVAN, 2009).

Atualmente, ela vem sendo utilizada na medicina popular, possuindo algumas
propriedades terapéuticas como hipotensivo e redutor de colesterol. Devido o alto teor de
antocianinas, vitamina C, licopeno, pB-caroteno e polifendis, tem grande atividade
antioxidante, antimicrobiano, comprovando, assim, os grandes beneficios que tem para a
salde, de modo a vir auxiliar no tratamento de doencas degenerativas (GUINDANI et al.,
2014; MACIEL et al., 2012; WAHABI et al., 2010).



13

3.2 Estudos Cientificos

Alguns estudos realizados em espécies do género Hibiscus tém relatado o efeito anti-
hipertensivo, principalmente pela presenca dos flavonoides (HERRERA-ARELLANO et al.,
2004; HERRERA-ARELLANO et al., 2007 apud OJEDA et al., 2010).

Ja vem sendo comprovado que o consumo de flavonoides pode minimizar a pressao
arterial, mostrando que certos flavonoides causam inibicdo da enzima conversora da
angiotensina (ECA) in vitro, aléem de possuir propriedade antioxidante e acdo cardioprotetora
relevante (GRASSI; DESIDERI; FERRI, 2014; MULVIHILL; HUFF, 2010; OJEDA et al.,
2010).

Com essas informacdes, junto com a informacdo popular sobre utilizagdo majoritaria
das folhas de H. acetosella em forma de salada e chés, estimula-se a pesquisa da agdo
protetora do sistema cardiovascular do extrato das folhas deste género. O célice vem sendo
utilizado na decoracdo de pratos, como saladas de alto valor antioxidante, ou no preparo de
geleias, doces, sucos, xaropes, gelatinas, vinho, vinagre, molhos ou o consumo in natura
(TABACH et al., 2014).

Em estudo realizado com ratos, verificou-se que a média de consumo de 150-180
mg/kg/dia do extrato aquoso-etanolico de célices de Hibiscus sabdariffa L. mostrou-se
segura. Mas, o consumo em altas doses pode aumentar a atividade de algumas enzimas no
plasma (AKINDAHUNSI; OLALEYE, 2003).

Conforme Chao e Yin (2009) apud Maciel (2011), acredita-se que haja uma possivel
relacdo entre a quantidade de antocianinas e a atividade antimicrobiana do hibisco.

Assim, de acordo com um estudo realizado com o extrato aquoso do Hibiscus,
verificou-se que é possivel inibir o crescimento de algumas bactérias que se encontram
principalmente em ambientes hospitalares, que sdo bactérias infecciosas, como as meticilinas-
resistentes como Stapylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae (LIU et al., 2005 apud
MACIEL, 2011).

Maciel (2011) acrescenta que, o extrato alcoolico de calices de Hibiscus sabdariffa L.
foi testado como um agente antibacteriano diante dos microorganismos: Bacillusste
arolhermophilus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Stapylococcus aureus, Clostridium
sporogenes, Pseudomona fluorescence. Os resultados demonstraram excelente atividade,

podendo ser comparada a da Estreptomicina, no entanto a Estreptomicina ndo inibe a E. coli.
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Conforme Maciel et el., (2012), a identificacdo da atividade antibacteriana de um
composto € dada pela relacdo entre a Intensidade de Atividade Bacteriana/Bacteriostatica
(IINIB) e a Intensidade de Atividade de Inativacdo Bacteriana/Bactericida (IINAB).

Assim sendo, em estudo feito por Maciel et al., (2012), os resultados obtidos que
foram utilizou extrato alcodlico dos calices de Hibiscus, mostrou um poder antibacteriano
maior que o extrato alcodlico dos frutos com sementes do Hibiscus. Esses resultados
possivelmente podem estar relacionados com a maior quantidade de antocianina que foi
encontrada no extrato alcodlico de célices quando comparado ao extrato alcodlico dos frutos
com sementes.

Tradicionalmente, o extrato aquoso de H. sabdariffa j& vem sendo utilizado para
controlar infeccBes hepaticas, como diurético, desordem gastrointestinal, febre e hipertensao
(MONROY-ORTIZ; CASTILLO-ESPANNA, 2007).

No sul do México, a partir dos célices secos desta planta, é preparada uma bebida
popular (“agua de Jamaica”), que também é tradicionalmente utilizada pela populagéo para o
tratamento da obesidade (TABACH et al., 2014; CID-ORTEGA: GUERRERO-BELTRAN,
2012).

Estas atividades comprovadas cientificamente ou advindas do conhecimento popular,
relacionam-se com a diversidade molecular dos vegetais que esta relacionada ao seu
metabolismo secundario, sendo este responsavel pela producdo de compostos quimicos

necessarios para a sobrevivéncia da planta.

3.3 Metabélitos Secundarios

A planta produz diversos constituintes quimicos que podem ser classificados como
metabolitos primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios fornecem substancias
envolvidas nas funcbes béasicas essenciais da vida celular como: respiracdo e biossintese de
aminoacidos e outras substancias necessarias para a vida da célula vegetal (FALKENBERG,;
SANTOS; SIMOES, 2002).

J& os metabolitos secundarios sdo especificos das espécies e participam das interagdes
intercelulares do préprio organismo ou com células de outros organismos, atuam em
processos de polinizacdo pela producdo de substancias que atraem 0s agentes vivos deste

processo ou contribuem para a resisténcia dos organismos pela defesa contra pestes e outras
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doencas, estabelecendo a competéncia para a guerra quimica dos ajustes necessarios a
convivéncia e sobrevivéncia ambiental (FILHO, 2010).

Assim, abrangem um grande nimero de classes de compostos quimicos com diferentes
polaridades, solubilidade, capacidade de formar pontes de hidrogénio, potencial de
oxidorreducao, que irdo determinar tanto o tipo como a eficiéncia de atividade, assim como o
meio e a estrutura celular em que podem atuar (BASTOS, 2011).

Existem varios fatores que, correlacionados, podem influenciar na producédo e acimulo
de metabdlitos secundarios em plantas, como a sazonalidade, indice pluviométrico, radiacdo
UV, ritmo circadiano, altitude, temperatura, idade da planta, indugdo por estimulos mecéanicos
ou ataque de patogenos, micronutrientes e micronutrientes presentes no solo, além da
composicao atmosférica (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Para identificar estes metabolitos secundarios presentes na planta se realiza a triagem
fitoquimica (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2002; FILHO, 2010) e alguns metabélitos

identificados na triagem sao potenciais antioxidantes.

3.4 Antioxidante

Pode-se definir os antioxidantes como substancias que, em baixas concentracdes, sdo
capazes de prevenir os efeitos nocivos da oxidacdo, inibindo o inicio da lipoperoxidacéo,
sequestrando radicais livres e/ou quelando ions metélicos (RODRIGUES et al., 2013;
SUCUPIRA et al., 2012). Os sistemas antioxidantes sdo constituidos por diversas substancias
heterogéneas, como vitaminas, minerais, pigmentos naturais e outros compostos vegetais e,
ainda, enzimas que blogueiam o efeito danoso dos radicais livres, formados nas reagdes
metabolicas ou por fatores exdgenos ao organismo (MACIEL, 2011; PEREIRA; CARDOSO,
2012).

Os antioxidantes enddgenos, produzidos pelo préprio organismo, sdo classificados em
enzimaticos (superoxido dismutase citoplasmatica e mitocondrial, catalase, glutationa
peroxidase, glutationa redutase) e ndo enzimaticos (glutationa, acido lipoico, albumina,
ubiquinona, metalotioneinas, transferrina, ceruloplasmina). Estes antioxidantes tém a funcéo
de proteger o organismo contra os radicais livres que ocasionam efeitos deletérios ao utilizar
O, no processo de respiragéo celular (PEREIRA; CARDOSO, 2012; VANCINI et al., 2005).
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As defesas antioxidantes exdgenas referem-se aos antioxidantes obtidos por meio da
alimenta¢do, sendo os mais estudados o acido ascorbico, a-tocoferol, carotenoides, polifendis
e a antocianina (MACIEL et al., 2012; CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTQS, 2007).

Fica claro que os antioxidantes sdo substancias importantes, pois promovem uma
melhor protecdo contra os danos causados pelos radicais livres (MACIEL, 2011).

Vérias técnicas sdo utilizadas para avaliar a atividade antioxidante in vitro, permitindo
uma rapida escolha de substancias e/ou misturas de grande interesse, objetivando assim o
controle de doenca cronica-degenerativa. Dentre esses métodos destacam-se os métodos de
sequestro de radicais livres como o DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazina). Este método esta
baseado no deslocamento de uma solu¢do composta por radicais estaveis DPPH de cor
violeta. Assim quando ha adicdo de substancia que pode ceder um atomo de hidrogénio,
baseando-se na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um oxidante,

neutraliza-se o radical livre.

3.5 Radicais livres

Os radicais livres sdo &tomos ou moléculas que possuem elétrons ndo pareados em sua
camada de valéncia. Fazem parte das substancias instaveis que se multiplicam em cascata,
tendo um tempo de vida curto. Existem, portanto, compostos igualmente reativos, que nédo
possuem elétron ndo-pareado na Gltima camada e, com isso, ndo podem ser classificados
como radicais livres, mas que indiretamente geram radicais livres. Os radicais livres cujo
elétron encontra-se centrado nos atomos de oxigénio e nitrogénio sdo comumente
denominados, respectivamente, de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de
nitrogénio (ERNs) (KIRKHAM; BISWAS; RAHMAN, 2006; PEREIRA; CARDOSO, 2012;
VANCINI et al., 2005).

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo geradas constantemente no corpo humano.
Todos os organismos vivos aerobios, como o homem, utilizam o oxigénio na producdo de
energia. A reducdo do oxigénio a agua fornece a energia que permite a impressionante
complexidade dos organismos superiores. Cerca de 95 a 98% do oxigénio consumido durante
a respiracdo celular é para a producdo de energia, o restante (2 a 5% do oxigénio
metabolizado) produz EROs (SOARES, 2013).
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Encontram-se os radicais livres envolvidos em diversos processos fisioldgicos como
na fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de
substéncias biologicas importantes (SILVA; CERCHIARO; HONORIO, 2011).

Entretanto, em concentracdes supra-fisiologicas e deficiéncia no sistema antioxidante
enddgeno pode resultar no desequilibrio entre moléculas antioxidantes e oxidantes, causada
por distarbios na producéo, distribuicdo ou por uma superabundancia de EROs ou ERNs a
partir de fontes enddgenas ou fatores ambientais, predominando a acdo danosa das EROs e
ERNSs sobre as células, que se caracteriza como estresse oxidativo (DEL RE; JORGE, 2012).

A protecdo do organismo dos efeitos deletérios causados pelos radicais livres é feita
através de um sistema antioxidante complexo, constituido de diversas enzimas e substancias
antioxidantes que podem ser perdidas ou potencializadas dependendo dos métodos de
extracdo (VANCINI et al., 2005).

3.6 Métodos de extracao

Os métodos de extracdo sao utilizados com o objetivo de retirar da planta a substancia
esperada. H& muitos tipos de extracdo, que podem variar, dependendo da substancia a ser
extraida. Muitos fatores podem vir a interferir na substancia a ser extraida, como da escolha
da planta e da parte que vai ser utilizada, o solvente escolhido deve ser o mais seletivo
possivel, quanto maior a sua seletividade melhor vai ser para se obter a substancia desejada, o
método de extracdo. Na escolha do método deve-se verificar o tempo, temperatura e a
agitacdo. De acordo com o tempo de extracdo, pode ocorrer uma variagdo, devido a escolha
do material vegetal e do solvente a ser utilizado. A temperatura alta pode aumentar a
solubilidade das substancias, devido a isso, as extragdes a quente ocorrem mais rapidamente
que as realizadas a temperatura ambiente. No processo extrativo, o tempo pode ser diminuido
com o auxilio da agitacdo. As técnicas utilizadas para a extracdo da matéria prima na
atualidade s&o usualmente as mesmas que se usavam na antiguidade, claro que, com algumas
modificacdes.

Nos ultimos tempos vem se buscando recursos naturais com o proposito de controlar
de forma profilatica ou curativa as varias enfermidades.

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 infusdo ou decoccdo. J& as sementes do fruto do Hibiscus sabdariffa
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L. surgem como subproduto concomitante ao cultivo em larga escala e a exploracdo comercial
da planta. Essas estruturas vegetais podem ser fonte de antioxidantes. Ao serem trituradas sao
utilizadas na alimentacdo humana como fonte expressiva de proteina e, se torradas, séo
substitutas do café (ROSA, 2013; VIEIRA, 2013).

3.6.1 Infusao

E 0 método extrativo que se realiza pelo aquecimento do solvente (agua), sendo este,
abaixo do ponto de ebulicdo, adicionado sobre a droga, mantendo a mistura em recipiente
fechado durante 10 minutos (ABREU, 2013). S6 ap0s este periodo a mistura é coada (filtrada
através de tecidos) e a parte liquida é utilizada na preparacdo do remédio. Esta técnica é
aplicada ao preparo de chd de drogas constituidas de substancia volateis, sublimaveis ou
termol&beis, como as esséncias, por exemplo. Assim, o preparo de cha de drogas aromaticas
(alecrim, alfavaca, alho, canela, capim-santo, cravo, erva-cidreira, eucalipto, etc.) utiliza este
processo (ABREU, 2013; ROSA, 2013).

3.6.2 Decocgao

E o método extrativo realizado pelo aquecimento concomitante da droga vegetal com
o0 solvente (&dgua), mantendo a fervura durante 10 minutos, ao fim dos quais, a mistura
resfriada é coada (filtrada através de tecidos), e a parte liquida é usada para o preparo do
remédio. Esta técnica é aplicada ao preparo de chas de drogas constituidas de substancias
termo-resistentes ou dificilmente extraiveis, tanto pela pequena solubilidade no solvente
quanto pela grande resisténcia dos tecidos da droga (cascas, lenhos, tubérculos, raizes, etc.)
(MACIEL et al., 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Trés amostras de Hibiscus sabadariffa L. totalizando 1509, foram adquiridas em uma

ervanaria (C) e farmacias de manipulacao (A e B), localizadas no municipio de Palmas-TO.

4.2 Periodo e local

As analises foram realizadas nos meses de abril a maio de 2015, nos Laboratdrios de
Bromatologia e Anéalises Quimicas, situados no Complexo Laboratorial do Centro

Universitario Luterano de Palmas.

4.3 Métodos

4.3.1 Preparo do material vegetal

As amostras foram pulverizadas em moinho de facas e armazenadas em frascos ambar,

ao abrigo da luz, calor e umidade até serem utilizadas nos demais testes.

4.3.2 Triagem fitoquimica

A triagem foi realizada segundo a metodologia proposta por Costa (2002), sendo
utilizadas espécies controle, plantas medicinais que possuem alto teor das classes quimicas em
estudo de acordo com a literatura. Assim, as espécies controle positivo foram: para alcaloides
utilizou-se Peumus boldus, para antraquinonas a Rhammus purshiana, flavondides a

Baccharis genistelloides, saponinas a Pheffia paniculate e taninos a Endopleura uch.

4.3.2.1 Alcalbides

A extracdo foi realizada com 2 g da droga vegetal com 15 ml de HCI a 2% em banho
maria por 5 minutos. Posteriormente foi extraida a mesma droga vegetal com 30 ml de HCL
0,1 N por 5 minutos em banho Maria. As solugdes extrativas foram filtradas no funil de

separacdo. Logo foi realizado o processo de purificagcdo, onde foi adicionado 1,5 ml de
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hidroxido de amonio para alcalinizar o pH da solucdo extrativa para 8. No funil de separacédo
adicionou-se 2 vezes 15 ml de cloroférmio, agitou-se o funil. Recolheu-se a fase cloroférmica
(inferior) em um béquer. Para obter o concentrado da solucdo, evaporou-se a 15 ml da fracdo
cloroférmica (extrato rico em alcaldides) em capsula de porcelana na chapa aquecedora.
Ressuspendeu-se na capela o extrato com 12 ml de HCI 2% na capsula de porcelana. A
solucdo obtida a partir desse processo foi dividida em 4 tubos de ensaio, sendo realizadas as
reacOes de caracterizacdo utilizando os reagentes especificos: Wagner, Dragendorff e Mayer.

A formacdo de precipitado apds a adi¢do dos reagentes indica a positividade para alcaldides.

4.3.2.2 Antraquinonas

Foi utilizado 1g da droga vegetal na preparacdo dos testes para detectar a presenca de

antraquinonas livres e heterosidicas.

4.3.2.2.1 Antraquinonas livres

Em tubo de ensaio foi adicionado 1g da droga vegetal e 10 ml de eter etilico. Em

seguida foi adicionado 1 ml de aménia 10% (v/v), agitando em seguida. O resultado positivo

para presenca de antraquinonas livres é observada pela coloracdo rosea da camada aquosa.

4.3.2.2.2 Heterosideos antraquinénicos (reacdo de Borntrager direta)

Para este teste foi utilizado 1 g da droga vegetal e 5 ml de amonia 10% (v/v), em tubo

de ensaio. O desenvolvimento de coloragdo rosea na camada aquosa indica a presenca de

heterosideos antraquindnicos.

4.3.2.3 Flavondides

4.3.2.3.1 Reacdo de Shinoda

Para a reacdo de flavondides foram pesados 5g da droga vegetal em pd, em seguida foi

feita a digestdo com 50 ml de solucédo hidroalcodlica a 75% (v/v) em um béquer de vidro, esta
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solucdo foi levada ao banho-maria por 5 minutos. Da solucdo extrativa obtida, evaporou-se
totalmente 8 ml em cépsula de porcelana, o residuo obtido foi lavado com éter etilico e
ressuspendido com 3 ml de metanol. Essa solu¢cdo metanolica foi transferida para tubo de
ensaio e 100 mg de magnésio em pé foi adicionado com precaucdo nas 3 amostras e no
controle positivo, seguido de 1 mL de HCI concentrado. Para confirmar a positividade da
amostra nesse teste colorimeétrico foram usadas uma amostra de cada extrato somente com a
solucdo extrativa, devido a cor do extrato da flor de Hibiscus ser de uma cor vermelha,
podendo interferir nos resultados que, seriam alaranjado para droga vegetal que possuem

flavona, avermelhado para as que possuem flavonol.

4.3.2.4 Saponinas

A solucdo extrativa para identificagcdo de saponinas foi obtida adicionando-se 100 mi
de agua destilada a 2g do material vegetal seco em um béquer. Em seguida, a mistura foi
fervida sob refluxo durante 10 minutos. Apos resfriamento foi realizada a filtracdo através

funil com algodéo, vertendo-se para um tubo de ensaio.

4.3.2.4.1 Teste de espuma

Foi transferido 1 mL da solucdo extrativa para tubos de ensaio, adicionou-se 10 mL de
agua destilada e em seguida agitou-se vigorosamente por 15 segundos. O resultado do teste é
positivo quando ha a formacdo de espuma persistente por 20 minutos e ndo desaparece a

adicdo de 1 ml de acido cloridrico 2 N.

4.3.2.4.2 Reacéo de Salkowski

Em capsula de porcelana adicionou-se 10 mL da solucdo extrativa, levou-se para
aquecer até evaporar e obter um residuo seco. Em seguida, ressuspendeu-se o residuo em 5 ml
de cloroférmio e verteu a mistura para um tubo de ensaio, sendo evaporada até a secura em
banho maria. Posteriormente adicionou-se ao residuo 1 ml de H,SO, concentrado. A

formacéo de coloragdo castanho-escuro-avermelhado revela a presenca de nucleo esteroidal.
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4.3.2.5 Taninos

Os decoctos foram preparados com 5g da droga vegetal adicionados a 100ml de &gua
destilada, levados ao banho-maria por 10 minutos. A solucdo extrativa obtida foi entdo
dividida em 3 tubos de ensaio contendo 2, 2 e 5 mL para a realizacdo da reacdo de gelatina,

sais de ferro e acetato de chumbo, respectivamente.

4.3.2.5.1 Reagdo de gelatina

Para esta reacdo transferiu-se 2ml da solucéo extrativa para um tubo de ensaio, onde
posteriormente foi-se adicionado 2 gotas de acido cloridrico 0,1N e 5 gotas de solucdo de
gelatina a 2,5%. Utilizou-se um controle negativo para verificar o precipitado a dificuldade de
visualizacdo e devido a cor do extrato ser um vermelho e dificultando a visualizacdo. A

formacéo de precipitado indica a presenca de taninos.

4.3.2.5.2 Reagdo de sais de ferro

Para esta reacdo transferiu-se 2mL da solucdo extrativa juntamente com 20ml de agua
destilada para um tubo de ensaio e adiciono-se 4 gotas de cloreto férrico a 1% em metanol.
Neste teste houve um controle negativo para confirmar a positividade utilizando-se o extrato
da flor de hibiscus, como séo teste colorimetro a cor natural do extrato pode vir a atrapalhar a
visualizacdo. A coloracdo azul indica a presenca de taninos hidrolisaveis, ja a coloragédo verde

a de taninos condensados.

4.3.2.5.3 Reacdo de acetato de chumbo

Foi transferido para um tubo de ensaio 5ml da solugéo extrativa e a esta foi adicionado

10 ml de &cido acético 10% e 5 ml de acetato de chumbo. A positividade se confirma pela

formagéo de um precipitado eshbranquicado.
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4.3.3 Avaliacdo antioxidante

A atividade antioxidante foi realizada pelo método fotocolorimétrico in vitro do
radical livre estavel DPPH (2-2-difenil-1-picrilidrazida).

Nesse método utilizou-se uma solucéo 0,004 % de DPPH em etanol a 95%, utilizando
0 branco como controle. Para o branco adicionou-se 1mL de etanol a 95% e 2mL de DPPH
para a leitura das amostras em etanol, e nas demais utilizou 1mL de 4gua e 2mL de DPPH.

Foram utilizadas trés amostras do extrato seco da flor de Hibiscus (A, B e C),
preparadas em funcéo dos tratamentos, empregando-se 0,250g do extrato da flor de Hibiscus
em 25mL de etanol 95% para obtencdo do extrato etandlico pelo processo de maceracdo. Para
0 extrato aquoso quente, empregou-se 0,250g do extrato seco da flor de Hibiscus em 25mL de
agua pelo processo de infusdo.

No processo de decocgdo utilizou-se 0,250g de extrato seco da flor de Hibiscus em
25mL de agua a 100°C, durante 10 a 15 minutos, logo apds esfriar, as amostras foram
colocadas em repouso. O tempo total de extracdo foi de 48 horas. Ap6s a extracdo, as
amostras foram filtradas com papel filtro, e adicionou-se no becker 1ml da amostra e 2 ml da
solugéo de DPPH 0,004%, que foram incubadas na temperatura ambiente e protegida da luz
por 30 minutos.

A leitura da absorbancia da cada amostra foi realizada no espectrofétomentro a 517
nm (Amersham Biosciences modelo Ultrospec 500 pro). Todas as analises foram realizadas
em triplicata.

A porcentagem de inibicdo (%l) foi calculada pela Equacao 1:

%1=A[‘;—'A x100
(1)

Em que A, ¢ a absorbancia do DPPH (branco) e A é a absorbancia da amostra mais
DPPH (RAMOS et al., 2011).
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Os resultados da triagem fitoquimica realizada no Hibiscus sabdariffa L. adquiridos

comercialmente em Palmas-TO estdo dispostos na Tabelal.

Tabela 1 - Resultado da triagem fitoquimica das amostras de Hibiscus sabdariffa L.
adquiridas no municipio de Palmas-TO, 2015

Classes Reacdes A cC C
Alcaloides Mayer + +
Wagner + +
Dragendorff + +
Peumus boldus* +
Antraguinona Livres - +
HeterosideosAntraquinénicos - +
Rhammus purshiana* +
Flavonoides Shinoda + +
Baccharis genistelloides* +
Saponinas Teste de espuma - +
Salkowiski - +
Pheffia paniculate* +
Taninos Gelatina + +
Sais de ferro + +
Acetato de chumbo + +
Endopleura uch* +

(*) Espécie controle; (+) positivo; (-

) negativo.

A triagem fitoquimica é uma analise fundamental para identificar ou ndo as classes

quimicas da espécie, podendo a partir dos resultados encontrados verificar se havera ou nao

acdo terapéutica esperada. Outros fatores como armazenamento, temperatura, condicGes

hidricas, radiacGes ultravioleta podem alterar a producdo de nutrientes da planta (GOBBO-

NETO; LOPES, 2007).

Na analise dos testes para alcaloides foram encontrados resultados positivos. Os testes

foram: reacdo de Mayer (Figura 2), sendo constatada a formacgdo de precipitado indicando a

positividade para alcaloides; reacdo de Wagner (Figura 3), sendo constatada a formacéo de
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precipitado indicando a positividade para alcaloides e a reacdo de Dragendorff (Figura 4),
sendo constatada uma pequena turvacdo formando um precipitado, indicando a positividade
para alcaloides.

Figura 2 - Resultados do teste de Mayer de amostras de Hibiscus sabdariffa L. adquiridas no
municipio de Palmas- TO.

Da esquerda para direita: amostras C, B, A e C+ (controle positivo +) respectivamente.

Figura 3 - Resultados do teste de Wagner de amostras de Hibiscus sabdariffa L. adquiridas
no municipio de Palmas- TO.
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Da esquerda para direita: amostras C+ (controle positivo +), A, B e C respectivamente.

Figura 4 - Resultados do teste de Dragendorff de amostras de Hibiscus sabdariffa L.
adquiridas no municipio de Palmas- TO.

Nos estudos realizados para determinar a presenca de constituintes fitoquimicos
presente no Hibiscus ndo foi constatado a presenca de alcaloides nos testes fitoquimicos
(FREITAS; SANTOS; MOREIRA, 2013).
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Esse estudo foi feito com as folhas do Hibiscus sabdariffa, ja com a flor do H.
sabdariffa ndo foram encontrados pesquisas feitas, que comprova as classes fitoquimicas da
mesma. Na Farmacopeia ndo foram encontrados estudos referente.

Em estudo realizado por Rodrigues et al., (2011), em agosto de 2009 no horto do
hebéario Atico Seabra da Universidade Federal do Maranhdo, em S&o Luis-MA, utilizando as
folhas de H. sabdariffa, os resultados demonstraram também a presenca alcaloides. Portanto,
encontra-se uma literatura conflituosa a respeito da presenca de alcaloides em H. sabdariffa,
valendo salientar que a presenca de constituintes fitoquimicos também pode variar de acordo
com o metabolismo vegetal da planta e outras variaveis como: local de coleta,
armazenamento, dentre outros.

No teste de antraquinonas livres (Figura 5), ndo ocorreu a coloracdo rosea, portanto o
teste foi negativo. No teste de heterosideos antraquindnicos (reacdo de Borntrager), (Figura
6), ndo houve o aparecimento da coloracdo résea na camada aquosa sendo assim, o resultado
negativo. Portanto, em nenhum dos testes realizado, as amostras do extrato da flor de

Hibiscus sabdariffa L. apresentaram compostos antraquinénicos.

Figura 5 - Resultados do teste de antraquinonas livre nas amostras de Hibiscus sabdariffal.
adquiridas no municipio de Palmas-TO.

C B A C+

Da esquerda para direita: amostras C, B, A e C+ (controle positivo +) respectivamente.

Figura 6 - Resultados do teste de heterosideos antraquinénicos (reacdo de Borntrager), de
amostras de Hibiscus sabdariffa L. adquiridas no municipio de Palmas-TO.
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Da esquerda para direita: C (C-)* (Controle negatfvo do extrato sem aménia), (amostra C); B
(B-)* (amostra B); A (A-)* (amostra A); e C+ (controle positivo), respectivamente
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No teste para verificar a presenca de antraquinonas utilizou-se um controle negativo.
Como os teste fitoquimicos sdo colorimétricos e além disso, Hibiscus sabdariffa L. é
vermelha, fez-se necessario o controle negativo. Este contém somente uma solugdo extrativa
colorida visando comparar com a amostra estudada para obter um resultado confiavel,
evitando confusdes de cores e um falso positivo.

Nos testes para deteccdo de flavonoides, abaixo esta demonstrando o resultado da
reacdo de Shinoda (Figura 7), sendo que as amostras A, B e C apresentaram positividade

confirmando a presenca dos flavonoides atravées da coloracéo avermelhado.

Figura 7 - Resultado do teste de Shinoda das amostras do extrato da flor de Hibiscus
sabdariffa L. adquiridas no municipio de Palmas- TO.
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Da esquerda para a direlta; amostras C+, A, B, CeC-.Parao teste de Shinoda utilizou-se um
controle negativo do extrato devido a sua coloracdo (vermelho) respectivamente.

Estudos realizados por Rodrigues et al., (2011), em agosto de 2009 no horto do
hebéario Atico Seabra da Universidade Federal do Maranhdo, em S0 Luis-MA, utilizando as
folhas de H. sabdariffa, foi comprovada a presenca flavonoides.

Medina-Carrilho et al., (2013), destacaram também a presenca de flavonoides, no
extrato seco da flor de Hibiscus, sendo assim, o resultado encontrado esta em consonancia
com a literatura.

Nos testes para deteccdo de saponinas: o teste de espuma apresentou resultado
negativo, pois ndo houve formacdo de espuma caracterizando a negatividade para o teste
conforme figura 8. A reacdo de Salkowski (Figura 9), também ndo houve a formacdo de
coloracdo castanho-escuro-avermelhado, que revelaria a presenca de nucleo esteroidal,

portanto o resultado € negativo.
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Figura 8 - Resultados do teste para saponinas: teste de Espuma das amostras de Hibiscus
sabdariffa L adquiridas no municipio de Palmas- TO.
L e ‘J‘—--:' dl

Da esquerda para direita: amostras C, B, A e C+ (controle pogﬁivo‘¥) respectivamente.

Figura 9 - Resultados do teste para saponinas: reacdo de Salkowiski das amostras de Hibiscus

sabdariffa L adquiridas no municipio de Palmas- TO.
e’ w—

Nos estudos realizados para determinar os constituintes fitoquimicos presente no
Hibiscus ndo foi constatado a presenca de saponinas nos teste fitoquimicos (FREITAS;
SANTOS; MOREIRA, 2013).

Entretanto, um estudo utilizando as folhas de H. sabdariffa, realizado por Rodrigues et
al., (2011), em agosto de 2009, no horto do hebéario Atico Seabra da Universidade Federal do
Maranhdo, em Séo Luis-MA, foi comprovada a presenca saponinas.

Desse modo, encontra-se literatura conflituosa sobre a presenca deste constituinte.

Nos testes abaixo estdo mostrados os resultados nas reacdes de gelatina, sais de ferro e
acetato de chumbo. Na reacdo de gelatina (Figura 10) ocorreu a formacdo de precipitacdo
indicando a presenca de taninos. A reacdo de sais de ferro (Figura 11) apresentou a coloracéo
verde indicando a presenca de taninos condensados. Na reacao de acetato de chumbo (Figura
12), a coloragdo azul confirmou a presenga de taninos condensados e o precipitado

esbranquicado a presenca de taninos hidrolisavel.
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Figura 10 - Resultado do teste de gelatina de amostras de Hibiscus sabdariffa L adquiridas no

municipio de Palmas- TO
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Da esquerda para direita: amostras C+ (controle positivo +), A Be C respectivamente.

Figura 11 - Resultado da reacdo de sais de ferro de amostras de Hibiscus sabdariffa L.
adquiridas no municipio de Palmas- TO.

Da esquerda para direita: amostras C+ (controle positivo +), A, B e C respectivamente.

Figura 12 - Resultado da reacdo de sais de ferro de amostras de Hibiscus sabdariffa L
adquiridas no municipio de Palmas- TO.

Da esquerda para direita: amostras C+ (controﬁbsitivo +)TA, B e C respectivamente.

Nas analises de taninos foram positivos tanto para hidrolisados como para taninos
condensados, 0s taninos sdo substincia fendlicas sollveis em &gua, que se encontram
distribuidas nas plantas superiores. Estes metabdlitos secundarios foram encontrados na flor
de H. sabdariffa L. Tais compostos sdo responsaveis pela adstringéncia de frutos e plantas em
geral, através da complexacdo entre taninos e proteinas que é a base de algumas de suas
propriedades bioldgicas, tais como controle de fungos e bactérias (FALKENBERG,;
SANTOS; SIMOES, 2002).
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Nos estudos realizados para determinar os constituintes fitoquimicos presente nas
folhas e caule no Hibiscus foi constatado a presenca de taninos nos teste fitoquimicos
(FREITAS; SANTOS; MOREIRA, 2013).

5.2 Método de DPPH

Os resultados obtidos no método do 2,2 difenil-1-picril hidrazil radical (DPPH) de
amostras da Hibiscus sabdariffa L adquiridas no municipio de Palmas- TO, estdo descritos na
tabela 2.

Tabela 2 — Porcentagem de inibicdo de radicais livres em diferentes tipos de extracgéo,
utilizando o método DPPH.

[10,01g/mL Amostra A Amostra B Amostra C

(%l) DP+ CV% (%l) DPt CV% (%l) DPt CV%

Maceragdo 26.6% 0,1% 04% 26,7% 0,1% 0,2% 26,8% 0,1% 0,4%
Etanol

Infuséo 14% 03% 23% 143% 04% 2,5% 10,4% 2,4%  22,9%

Decocgdo  150% 39% 26,2% 114% 14% 12,6% 115% 22% 19,1%

[ ] = concentracdo do extrato; (%Il)= Porcentagem de Inibicdo de radicais livres; (DP)=
Desvio padréo; (CV%) = Coeficiente de variagéo.

Nas amostras que foram utilizadas para verificar a inibicdo de radicais livres, primeiro
se usou o etanol a 95% (v/v) que mostrou uma melhor inibi¢do, no método da infusdo obteve-
se inibicdo maior nas amostras A e B, ja a amostra C apresentou o CV alto. Amostra C foi
adquirida a granel e ela poderia ndo estar armazenada corretamente, podendo ter sofrido
alguma alteracdo, com isso a temperatura abaixo de 100°C pode nao ter sido suficiente para
ter uma inibicdo de radicais livres melhor.

Na decoccdo em relagdo a infusdo foi maior, o que pode ter ocorrido e uma quebra das
moléculas de taninos condensados provocando um aumento de flavonol, sugerindo que
temperaturas acima de 100°C podem ser melhor para a extracdo de antioxidante da flor seca
do hibisco que em temperaturas abaixo do ponto de ebulicio (BONETT; L. P,
BAUMGARTNER, 2007). Mesmo ndo tendo precisdo nos resultados, o que demonstra
instabilidade na leitura pelo método espectrofotométrico, possivelmente pela degradacgédo de
ativos sem atividade antioxidante e conversdo de taninos condensados em flavondides,

explicando o0 aumento da atividade antioxidante em comparagéo a infusao.
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As amostras A e B estavam em embalagens lacradas, ja a amostra C foi adquirida a
granel e isso pode alterar os resultados, o local de armazenamento pode ndo ser sido um lugar
adequado provocando uma alteracdo na droga vegetal e na leitura da absorbancia ndo tendo
grande variacdo entre as leituras.

Estudos realizados para avaliar a atividades antioxidantes da flor de Hibiscus
sabdariffa, através sequestrar radicais livres in vitro pelo método do 2,2 difenil-1-picril
hidrazil radical (DPPH), sendo inicialmente escolhido por se tratar de uma metodologia
simples, rapida, eficaz e muito conveniente para realizagdo de varias amostras. O etanol que
esta sendo usado como extrator, tem apresentado grande potencial de inibicdo de radicais
livres. A agua através da infusdo também tem seu potencial de inibi¢cdo, menor que etanol mas
de grande importancia, (RAMOS et al., 2011; CARVALHO et al., 2014).

A atividades antioxidante dos extratos estdo relacionados com alto teor de antocianina
que € uma das sub classe dos flavonoides, os principais constituintes da flor de H. sabdariffa
(MEDINA-CARRILHO et al., 2013).

Os valores de polifenois totais e de antocianinas do extrato alcodlico da flor apresenta
diferenca significativa entre o alcodlico dos frutos com sementes (MACIEL, 2011).

De acordo com os resultados podemos verificar que a flor de Hibiscus sabdariffa tem
um poder antioxidante muito grande.

E importante ressaltar que o extrato da flor H. sabdariffa podera ser ainda mais efetivo
como antioxidante por meio de aprimoramento nos processos de extracdo dos compostos
fendlicos e de flavonoides, devido a grande presenca desses compostos destaca-se a

importancia de novas pesquisas de novos agentes antioxidantes (FORMAGIO et al., 2010).
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6 CONCLUSAO

Na verificacdo da atividade antioxidante do extrato da flor de H. sabdariffa L.
comercializadas em Palmas — TO, comprovou-se a presenca de antioxidante nos diversos
extratos utilizados.

Na triagem fitoquimica foram verificadas a presenca de taninos, alcaloides e
flavonoides, explicando algumas atividades terapéuticas como antibacteriana, diuréticas e
outras, bem como a presenga de flavonoides, estes sendo os principais responsaveis pela
atividade antioxidante.

A porcentagem de inibicdo de radicais livres pelo método do DPPH de diferentes
extratos da flor seca de H. sabdariffa L. foram; amostra A (26,6%), amostra B (26,7%),
amostra C (26,8%) seguindo o método etanol 95%; no método de infusdo, os resultados
apresentado foram; amostra A (14,0%), amostra B (14,3%), amostra C (10,4%), no método de
decocc¢do; amostra A (15,0%), amostra B (11,4%), amostra C (11,5%).

O método do DPPH, para avaliar a inibicdo dos radicais livres, mostrou que mesmo a
extracdo com o etanol a 95% tenha se mostrado na tabela valores mais especifico, mas que, a
agua também tem um grande poder de extracdo dos antioxidantes pelo método aquoso da
infusdo e decoccéo.

Relacionando os efeitos de temperatura e solubilidade para o preparo do extrato,
observou-se que a temperatura influencia na atividade antioxidante, pois 0s compostos
fendlicos sdo sensiveis ao calor. Assim como, a forma de armazenamento também tem
influéncia, pois a amostra C apresenta valores varidveis quando comparados as demais
amostras, ja que esta foi vendida a granel. Também observou-se que, na amostra B, a
temperatura (decoccdo), pode ter convertido taninos em flavonoides, o que responderia ao
maior valor obtido em relacédo a infusdo, que utiliza-se de temperaturas mais brandas.

Conclui-se que a forma de preparo e armazenamento das flores de hibisco influencia
na atividade oxidante, que esta sendo utilizada para combater radicais livres na possivel
prevencéo de diabetes, obesidade, entre outras.

Portanto, o conhecimento das propriedades antioxidantes dos produtos de nosso
consumo diario como bebidas populares e fontes significativas de compostos fendlicos, sendo
considerados importantes integrantes das dietas devido as suas propriedades antioxidantes

podendo direcionar a populagédo apropriadamente, na escolha de um maior poder medicinal.
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