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Resumo

Hibiscus rosa-sinensis L. € uma planta hd tempos utilizada como alimento funcional e na
medicina tradicional, é utilizada na fabricacdo de chds pois auxiliam no processo de ema-
grecimento, possuem acdo anti-inflamatdria, atuam na reducdo do colesterol e apresen-
tam potente acdo antibacteriana. Nos Ultimos anos, o interesse por produtos derivados de
plantas medicinais que apresentem compostos bioativos tem sido intensificado. O pre-
sente trabalho buscou avaliar a acdo antibacteriana de extratos metandlicos bruto de
Hibiscus rosa-sinensis L. frente a diferentes bactérias Gram-positivas e Gram negativas
como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e Enterococcus faecalis.
Para arealizacdo do experimento, folhas de Hibiscus rosa-sinensis foram coletadas em uma
drea da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), e submetidas a secagem e posterior-
mente a diferentes processos de extracdo em solvente metandlico dos seus compostos
orgdnicos por meio dos métodos de Soxhlet, Ultrassom e Estatico. Os rendimentos obfidos
ao final de cada extracdo foram de 8,9 g; 8,3 g € 8,2 g respectivamente. Com relagcdo &
atividade antimicrobiana foi observado que os diferentes extratos obtidos pelo Soxhlet, Ul-
trassom e Estatico apresentaram atividade antibacteriana frente & bactéria Bacillus subtilis
apresentando halos de inibicdo de tamanhos 9 mm; 13,5 mm e 20,6 mm, respectivamente.
Posteriormente, foram realizadas andlises do extrato ativo em Cromatografia de Camada
Delgada (CCD) e Espectrometria de Massas (MS) para melhor compreensdo quimica dos
seus compostos.

Palavras-chave: Hibiscus rosa-sinensis, extratos orgdnicos, atividade antibacteriana.

Evaluation of antimicrobial activity on the action of hibiscus flower extract (Hibis-
cus rosa-sinensis L.). Hibiscus rosa-sinensis L. is a plant that has long been used as a func-

tional food and in traditional medicine, it is used in the manufacture of teas because they
aid in the weight loss process, have anti-inflammatory action, act in the reduction of cho-
lesterol and have a potent antibacterial action. Inrecent years, interest in products derived
from medicinal plants that contain bioactive compounds has intensified. The present work
seeks to evaluate the antibacterial action of crude methanolic extracts of Hibiscus rosa-
sinensis L. against different Gram-positive and Gram-negative bacteria such as Staphylo-
coccus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli and Enterococcus faecalis. For the experi-
ment, leaves of Hibiscus rosa-sinensis were collected in an area of the Federal University of
Amazonas (UFAM), and subjected to drying and later to different processes of methanolic
solvent extraction of its organic compounds using Soxhlet methods, Ultrasound and Static.
The yields obtained at the end of each extraction were 8.9 g; 8.3 g and 8.2 g respectively.
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Regarding antimicrobial activity, it was observed that the different extracts obtained by
Soxhlet, Ultrasound and Static showed antibacterial activity against the bacterium Bacillus
subtilis with inhibition halos of sizes 9 mm; 13.5 mm and 20.6 mm, respectively. Subsequently,
analyzes of the active extract were performed in Thin Layer Chromatography (CCD) and

Mass Spectrometry (MS) for better chemical understanding of its compounds.

Keywords: Hibiscus, organic extracts, activity antibacterial.

1.INTRODUGAO

De acordo com Lorenzi (2002) a fa-
milia Malvaceae se constitui de ervas, su-
barbustos, arbustos, lianas e darvores de
pequeno e grande porte representada
por 250 géneros e 4200 espécies aproxi-
madamente distribuidas em regides tem-
peradas, onde no Brasil, consiste 80 gé-
neros e 400 espécies. Além disso, apre-
sentam tecidos nectariferos constituidos
de tricomas glandulares situados interna-
mente na base do cdlice ou menos co-
mumente nas pétalas ou no androgind-
foro (Silva, 2014).

O Hibiscus rosa-sinensis L. pertence
a familia das malvdceas, tém um caule
vermelhado, seu arbusto varia entre 2a 3
meftros de altura, ramificado, seu ciclo de
vida varia de 180 a 320 dias, (Lorenz,
2002; Silva et al., 2019). Seu cdlice € verde
e sua corola vermelha, além disso, possui
nomes populares como mimo-de-vénus,
hibisco-da-china, Rosa-da-China e Pa-
pola, na regido amazdénica do Brasil, é
considerado como uma planta exdtica,
é também designado como amor-de-
homens, aurora ou Pampulha. E um ar-
busto hibrido que se cultiva em sol abso-
luto, e seu cultivo se da através de esta-
cas caulinares.

Suas folhas apresentam a existéncia
de esterdis, dcidos gordos, alcaloides,
acgucares redutores, glicosideos, resinas e
dcido malvico. J& em suas flores encon-
tram-se acido citrico, ascoérbico e oxdlico
e flavonoides. No seu caule existem &ci-
dos mdlvicos bem como nas folhas e nas
raizes: aminodcidos, taninos, proteinas e
glicosideos também sdo presentes (Pe-
kamwar et al., 2013).
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Ndo se sabe a verdadeira naciono-
lidade do Hibiscus rosa-sinensis L. mas de
acordo com Silva et al.,2016, seu nome
leva a crer que € origindario da China ou
da india, ademais hd relatos que j& era
cultivado na Espanha.

A utilizacdo do Hibiscus rosa-sinensis
L. como alimento funcional € uma exce-
lente medida preventiva visto que vdrios
compostos funcionais sGdo encontrados
nessa planta, comprovando sua atribui-
cdo como um alimento benéfico. A
planta € abundante em vitamina C, subs-
tancias bioativas como antioxidantes so-
lUveis em dgua, antocianinas, flavonoi-
des, Acidos fendlicos, betacaroteno en-
tre outros compostos (Ramos, 2006).

O extrato aquoso de hibisco apre-
senta altos teores de taninos e antociani-
nas além de apresentar alto teor redu-
zindo o poder antioxidante, podendo fra-
zer beneficios contra os danos oxidativos
decorrentes do acumulo de radicais li-
vres em nosso organismo. A atividade an-
fimicrobiana desses extratos aquosos e
também de extratos etandlicos, apresen-
tam acdo inibidora de crescimento de
patdégenos de origem alimentar como
Salmonella typhimurium e Staphylococ-
cus aureus (Maky. et. al., 2013).

As flores de hibisco sGo muito uftiliza-
das na medicina tradicional para os ma-
les da hipertensdo, inflamacdo e na pre-
vencdo do cancer (Rocha, 2014). O tra-
tamento termal dos seus cdlices desidra-
tados, produzem uma bebida que serve
como tratamento diabético. Nos Ultimos
anos, a aparicdo de novas doencas € o
crescimento considerdvel de outras fez
com que houvesse uma expansdo Nas
pesquisas em exiratos de plantas
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medicinais como o Hibisco com relacdo
ao desempenho contra microrganismaos
(Rocha, 2014).

A acdo anfimicrobiana de extratos
vegetais &€ analisada através da determi-
nacdo de uma pequena quantidade da
substéncia necessdria para impedir o
crescimento do microrganismo teste;
esse valor € conhecido como Concen-
tracdo Minima Inibitéria (CMI). Um as-
pecto bastante significativo na determi-
nacdo da CMI de extratos vegetais é a
preocupacdo em relacdo aos aspectos
toxicoldgicos, microbiolégicos pertinen-
tes aos compostos naturais ou suas com-
binacdes (Pinto et al., 2003).

As substancias naturais, de origem
vegetal, tornam o alimento mais chama-
tivo ao consumidor, além de aumentar a
vida Util pela capacidade bacteriostd-
tica e bactericida, retardando o co-
meco da deterioracdo e o crescimento
de microrganismos indesejdveis (Pereira
et al.,2006). O confrole de microrganis-
mos multirresistentes s vezes € ineficaz
mesmo com o desenvolvimento de no-
vos antibidticos. MUltiplos extratos dessas
plantas apresentam efeitos antimicrobia-
Nos 0 que pode representar uma alterna-
tiva terapéutica para doencas infeccio-
sas, sobretudo quando associados aos
antibidticos de uso clinico.

Desta forma, este trabalho teve
como objetivo coletar a planta de Hibis-
cus rosa-sinensis L. para obter seu extrato
metandlico bruto e assim, realizar a inves-
tigacdo de atividade microbiana dos ex-
tratos de Hibisco (Hibiscus rosa-sinensis L.)
frente as cepas bacterianas Escherichia
coli, Enterococcus faecalis, Bacillus subti-
lis e Staphylococcus aureus.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

Os experimentos foram realizados
no Laboratdrio de Pesquisa em Microbio-
logia da Universidade Federal do Amazo-
nas, localizado no Instituto de Ciéncias
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Biologicas ICB 01, Departamento de Mor-
fologia.

2.2 Obtencao e processamento do ma-
terial vegetal

O material vegetal consistiu das flo-
res de Hibiscus rosa-sinensis L. in natura
que foram coletadas no setor sul da Uni-
versidade  Federal do  Amazonas
(3°05'28’" Sul e 59°57'57" QOeste), e leva-
das ao laboratdrio de Pesquisa em Micro-
biologia. As amostras foram acondicio-
nadas e posteriormente identificadas por
meio de registro no herbdrio da Universi-
dade Federal do Amazonas e armazena-
das pela primeira vez.

As flores foram selecionadas e cole-
tadas 3 vezes nos periodos de Agosto e
Setembro de 2018, com auxilio de uma
tesoura e um poddo, onde foram arma-
zenadas em sacos de papel e identifica-
das. Posteriormente foram pesadas e
mantidas em estufa de circulacdo de ar
a uma temperatura constante de 55°C,
por um periodo de 3 dias. Apds o periodo
de secagem, as folhas foram maceradas
através de um pistilo e cadinho até a ob-
tencdo de 200 g de material vegetal ftri-
turado.

2.3 Extracao dos compostos organicos

O material vegetal tfriturado foi en-
caminhado ao laboratério de Produtos
Naturais da Faculdade de Ciéncias Far-
macéuticas onde foram obtidos os extra-
tos liguidos concentrados através do sis-
tema fechado do tipo Soxhlet, ao Labo-
ratério Central de Andlises e Biorgdnica
(Mestrado em Biotecnologia e Recursos
Naturais da ESA-UEA) para o método por
Ultrassom e Laboratério de Pesquisa em
Microbiologia (ICB 1- Mini Campus,
UFAM) para o método do Estatico utili-
zando 500 ml do liquido extrator dlcool
metilico P.A 99,5% para cada 50 g de ma-
terial vegetal seco e posteriormente as
amostras foram concentradas em um
evaporador rotatoério.
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Ao final do processo de extracdo foi
utilizado o Dimetilsulféxido (DMSO) para
resuspender o extrato final bruto, assim
reconstituindo-se as concentracoes inici-
ais dos componentes. O extrato final foi
armazenado sob refrigeracdo para and-
lise posterior da atividade microbiana
frente a microrganismos teste.

2.4 Microrganismos testes

Foram utilizadas 4 cepas bacterio-
nas de padrdes internacionais (ATCC-
American Type Culture Colletion) perten-
centes ao Laboratério de pesquisa em
Microbiologia: Escherichia coli (ATCC
25922), Enterococcus faecalis (ATCC
29212), Bacillus subtilis (cepa cedida pelo
Laboratdrio de Microbiologia de Alimen-
tos do Instituto de Pesquisa da Amazdnia)
e Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

As cepas utilizadas foram primeira-
mente reativadas em Caldo Miller Hilton
e apods o crescimento, as colénias isola-
das foram inoculadas em meio Caldo Mil-
ler Hilton por 24h & temperatura de 35°C.
Apdbs este periodo, as culturas foram
transferidas para solucdo salina (NaCl
0,9%; p/v) até obter uma turvacdo equi-
valente ao padrdo 0,5 da escala de Ma-
cFarland, correspondendo a aproxima-
damente 1,5 x 108 Unidades Formadoras
de Colbnia/ml (UFCs/ml). Uma aliquota
de 100uL da suspensdo de cada micror-
ganismo teste foi semeada em placas de
Petri contendo meios de cultura especi-
fico (Shadomy, 1980).

2.5 Avaliagdo da atividade antimicrobiana
de H. rosa-sinensis L.

Para a avaliacdo da atividade
anfibacteriana, discos de papel filtro
autoclavados, foram impregnados
com 10ul do extrato metandlico de H.
rosa-sinensis L. e posicionados sobre
placas semeadas com 0s microrga-
nismos teste, mantendo-se uma dis-
tancia de 30 mm entre os discos para
evitar interferéncias entre os possiveis
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halos de inibicdo, tendo como con-
trole negativo, discos de papel im-
pregnados com  Dimetilsulféoxido
(DMSQO) e para o controle positivo fo-
ram utilizados 50pg/ml do antibidtico
ampicilina. As placas foram incubao-
das a 35°C por 24-48 horas, para visu-
alizacdo dos halos de inibicdo forma-
dos, em resposta a difusdo dos possi-
veis compostos antibacterianos conti-
dos no extrato bruto para o meio de
cultura.

A leitura dos resultados consistiu
na medida do didmetro dos halos de
inibicGo (em mm) por meio de um pa-
qguimetro, formados ao redor do disco
de papel. Os bioensaios foram realizo-
dos em friplicata.

2.6 Cromatografia de Camada Delgada
(CCD)

Foi realizada uma avaliacdo em
Cromatografiac em Camada Delgada
(CCD) onde foram dissolvidos 0,010g em
1 ml de solvente dlcool etilico de extratos
obtidos por meio do Soxhlet, Ultrassom e
Estatico de Hibiscus rosa-sinensis L. e apli-
cados com auxilio de um capilarem uma
placa de silica de tamanho 5cm x 10cm.
Foi utilizado uma proporcdo de 10 ml de
Hexano como solvente durante a pri-
meira fase. Em seguida, o solvente foi tro-
cado por 8 ml de Hexano+ 2ml de ace-
tato de etila, e na Ultima etapa foi tro-
cado por solvente TAM (10 ml de Tolueno,
Acetona e MeOH na proporcdo 5:3:2).

Em seguida, foi utilizado uma se-
gunda placa de silica e aplicado nova-
mente a mesma quantia de extratos do
processo anterior. Foi aplicado o solvente
TEF (10 ml de Tolueno, Acetato e Acido
Formico na proporcdo 5:4:1). Ao final, foi
levado ao revelador fisico (luz UV) vista a
240 nm para que ficasse visivel durante a
corrida dos reagentes.
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2.7 Espectrometria de massas (MS)

Foi feita a espectrometria de mas-
sas com os extratos de Hibiscus rosa-si-
nensis L. 0os quais foram pesados 0,010 g e
adicionados Tml de metanol e aplicados
por meio de injecdo liquida na maquina
Thermo Scientific para leitura das molé-
culas das amostras e separadas no es-
pectrobmetro de massas de acordo com
sua razé@o massa (m) sobre a carga (z),
m/z.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Material vegetal e processo de ex-
tracao

A planta foi coletada, identificada
e armazenada pelo Herbdrio da UFAM,
onde foiregistrada como n°1 Malvaceae
CNSSilva em 03/04/2018. Para cada mé-
todo de extracdo dos compostos organi-
cos presentes no material vegetal, foram
selecionados 50 g de Hibiscus rosa-sinen-
sis L., ao final das extracdes por Soxhlet,
Ultrassom e Estatico foram obtidos os ren-
dimentos de 8,9 g; 8,3 g e 8,29, respecti-
vamente.

3.2 Avaliacao da atividade

antibacteriana

Foi realizada uma triagem da ativi-
dade antibacteriana dos exiratos obti-
dos, onde verificamos a auséncia do
aparecimento de halo para as bactérias
Escherichia coli, Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus nos trés métodos
de exiratos utilizados. Enfretanto, houve
aparecimento de halos para a cepa Ba-
cillus subtilis, apresentando halos nos trés
extratos. Indicando assim, atividade anti-
bacteriana frente a esta cepa.

Resultado parecido pode ser obser-
vado nos estudos de Olaleye et al.,
(2017), Chao & Yin (2009) e Rengarajan
et. al. (2016) onde a espécie Hibiscus
rosa-sinensis L. também ndo apresenta-
ram atividade significativa frente a cepas
de Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, gue fambém foram avaliadas nesse
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estudo. Vijayakumar et al. (2018) que
executou teste antibacteriano frente ao
extrato metandlico de Hibiscus rosa-si-
nensis L. apresentou também resultado
significativo frente a cepa de Bacillus sub-
filis.

Por fim, foi feita a medicdo dos ha-
los de cada placa e calculado suas mé-
dias de cada extrato das cepas Escheri-
chia coli, Enterococcus faecalis e Sta-
phylococcus aureus e Bacillus subtilis, no
qual obtiveram o halo de 9mm para ex-
fracdo realizada no sistema soxhlet; 13,5
mm para a extracdo realizada no sistema
de ultrassom e 20,6mm para extragdo re-
alizada no sistema estatico.

Os extratos que apresentaram au-
séncia de atfividades antimicrobianas po-
dem ser ao fato de que as cepas de Es-
cherichia coli, Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus podem apresen-
tar resisténcia devido a concentracdo
dos extratos ou bem como o solvente
Nndo ser o adequado para a extracdo dos
compostos que levem a inibicdo de cres-
cimento destas bactérias. Além disso, de
acordo com Silva et.al. (2019) hd& vdrios
fatores que influenciam na atividade das
plantas medicinais, assim, ocasionando
alteracdes nos teores dos compostos,
como: temperatura, altitude, poluicdo
atmosférica, tipos de solventes utilizados
na extracdo e outros.

Observamos um exemplo disto
comparando com o trabalho de Silva et
al. (2014) onde, diferente desta pesquisa,
as flores desta mesma espécie foram co-
letadas na regido de Porto Alegre- Rio
Grande do Sul, seu extrato foi feito com
solvente etanol e apresentou atividade
frente O cepa S. aureus.

3.3 Avaliacao dos compostos organicos
em cromatografia de camada delgada
(CCD)

Foi realizada uma avaliacdo em
Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) do extrato que apresentou ativi-
dade positiva frente a B. subtilis. como
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em Rengarajan et al. (2016). Apresen-
tando o resultado da sua fase estaciond-
ria com Fator de Retencdo (Rf) 0.48. As
placas de CCD mostraram indicios de
compostos quimicos presentes.

Na segunda placa, ufilizou-se os
mesmos valores do extrato do processo
anterior, entretanto, utilizando o solvente
TEF (10 ml de Tolueno, Acetato e Acido
Formico na proporcdo 5:4:1) onde apre-
sentou resultado com Fator de Reden-
cdo (rf) 0.22.

Ao final, foi levado ao revelador fi-
sico onde se obteve valores ideais pare-
cidos com Rengarajan et al. (2016) de (rf)
onde apresentou 0.44 e 0.27.

3.4 Espectrometria de massas dos ex-
tratos de Hibiscus rosa-sinensis L.

Foi realizada a espectrometria de
massas onde os extratos de Hibiscus rosa-
sinensis L. solubilizados em metanol apre-
sentaram valores abundantes de massas
como 62,5, 59,6, 71,5, 79,6. Apresen-
tando, assim como Figueiredo (2018) du-
rante seu teste de espectrometria das fo-
lhas de Mastruz extraidas também em
metanol, variedades de compostos qui-
micos. Além disso, possivelmente podem
apresentar valores em comum com o es-
pectro de Hibiscus rosa-sinensis L. como
em Figueiredo, que apresenta uma
massa No valor de 362.40 e no espectro
deste frabalho, apresenta uma de valor
360.3, desta forma, tendo a possibilidade
de haver um composto proximo entre
eles.

Ademais, podemos analisar que no
estudo feito por Maciel et al. (2018) foi
detectado uma massa de valor 449,
sendo representado por Cianidina-3-O-
glucdsido. Neste presente trabalho, ha
uma massa ho valor de 447 podendo
apresentar semelhanca com esta molé-
cula gquimica, podendo estar na classifi-
cacdo das cianidinas.
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